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Le FGF1 (fibroblast growth factor 1) est un facteur de croissance connu pour son rôle dans 
l'angiogenèse, qui est également impliqué dans la myogenèse. Le gène du FGF1 contient 
quatre promoteurs tissu-spécifiques permettant la synthèse de quatre transcrits possédant des 
régions 5’ non traduite (UTR) distinctes. Les ARNm issus des promoteurs A et C contiennent 
un IRES (internal ribosome entry site), élément structural de l’ARN qui permet la traduction 
de l'ARNm par un mécanisme différent du mécanisme classique dépendant de la coiffe. La 
première partie de ma thèse a porté sur l’implication du FGF1 au cours de la différenciation 
des myotubes in vitro, et durant la régénération musculaire in vivo. Nous avons pu démontrer 
que le FGF1 est induit lors de la différenciation et de la régénération musculaire, et que cette 
induction est requise pour la différenciation des myoblastes en myotubes. Il apparaît que cette 
induction est due à une activation coordonnée de la transcription à partir du promoteur A et de 
la traduction sous contrôle de l’IRES A, suggérant un mécanisme de couplage transcription-
traduction. Dans le but d'élucider ce mécanisme, j'ai focalisé la deuxième partie de ma thèse 
sur la recherche des facteurs protéiques impliqués dans cette régulation au cours de la 
myogenèse. Par la technologie d’interaction biomoléculaire couplé à la spectrométrie de 
masse (BIA-MS) et par des expériences de CHIP, nous avons identifié deux protéines 
candidates, la hnRNPM et p54 nrb/NonO, qui se lient à la fois à l’IRES et au promoteur du 
FGF1 au cours de la différenciation des myoblastes. Nos résultats démontrent que ces 
protéines appartiennent à un même complexe qui est transloqué du noyau au cytoplasme 
spécifiquement au deuxième jour de différenciation myoblastiques, et qu'elles ont la double 
fonction d'activateur transcriptionnel et traductionnel. De plus, hnRNPM et p54 nrb/NonO se 
lient au domaine CTD de l'ARN polymérase II, et leur fonction d'activateur de l'IRES 
nécessite une étape transcriptionnel. Ces données nous permettent de proposer un modèle de 
couplage transcription-traduction dans lequel les deux protéines se lient au promoteur et 
activent la transcription, puis sont transférées sur l'ARNm naissant où elles jouent alors le rôle 
d'ITAF (IRES trans-acting factor). Ainsi nous montrons que la traduction est régulée de 
manière co-transcriptionnel à l'instar des étapes de maturation de l'ARNm comme l'épissage 
ou la polyadénylation. De plus, l’inhibition de p54 nrb/NonO bloque l’induction du FGF1 et 
la formation des myotubes, démontrant la relevance physiologique de ce mécanisme. 
La troisième partie de ma thèse a été consacrée à l’étude de l’influence de la région 3’ non 
traduite (3'NT) de l'ARNm du FGF1 sur la régulation de ce facteur au cours de la myogenèse. 
Les résultats montrent que cette région 3’NT joue le rôle d’activateur de l’IRES, 
particulièrement en présence du promoteur. 
A l'issue de cette thèse j'ai donc pu démontrer que la régulation de l'expression du FGF1 lors 
de la myogenèse est très complexe, qu'elle implique un mécanisme de couplage transcription-
traduction régulé par des facteurs protéiques, ainsi qu'un dialogue entre l'IRES et la région 
3'NT de l'ARNm. En perspective il apparaît qu'un tel mécanisme de couplage pourra 
certainement se généraliser sur d'autres ARNm de la myogenèse possédant des IRES, ainsi 
qu'à d'autres processus physiologiques. 
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ARE: A/U Rich Element 
ARN pol: ARN polymérase II 
ARN: Acide ribonucléique 
ARNm: ARN messager 
ARNr: ARN ribosomique 
ARNt: ARN transfert 
ATP: Adénosine triphosphate
bp : paire de base 
BPS: Branching point site 
CBC: Cap Binding Complex 
CF: Cleavage Factor 
CPE: Cytoplasmic Polyadenylation Element 
CPSF: Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor 
CstF: Cleavage Stimulatory Factor
eEF: Eukaryotic Elongation Factor 
EF-tu: Elongation Factor thermo unstable 
eIF: Eukaryotic Initiation Factor 
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PIC: Pre-initiation Complex 
Poly (A): polymérase A 
PS: Peptide Signal 
PTC: Premature Termination Codon 
Py tract: Pyrimidine tract 
RNAP : RNA Polymerase 
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RRM : RNA Recognition RNA 
SF1: Splicing factor 1 
snRNA: Small nucleolar RNA 
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PARTIE I : LES MECANISMES DU CONTROLE NUCLEAIRE 
DE L’EXPRESSION GENIQUE 
 
La transcription est la première étape dans l’expression des gènes et le mécanisme majeure de 
régulation comparée à sa consœur la traduction. Ce chapitre vise à faire le point sur le 
mécanisme de la transcription et plus particulièrement sur le fonctionnement de l’ARN 
polymérase II (ARN pol II) qui joue un rôle déterminant non seulement dans la transcription 
mais aussi  dans les différentes étapes du métabolisme des ARN messagers. 
La transcription peut être divisée en trois étapes : 1) l’initiation, 2) l’élongation, 3) et la 
terminaison. L’étape limitante de la transcription est le recrutement des ARN polymérases 
durant l’initiation. Celle-ci fait intervenir trois ARN polymérases : I, II, III, responsables 
respectivement de la transcription des ARNs ribosomiques, des ARNs messagers et des petits 
ARNs comme les ARNs de transfert. Ici, nous décrirons les différentes étapes de la 
transcription et nous nous intéresserons plus longuement à l’étude de la structure, du rôle et de 
la fonction de l’ARN pol II. 
 
I : LA TRANSCRIPTION
 
1. Généralité : Initiation-Elongation-Terminaison
 
La découverte de l’ARN polymérase II, l’enzyme eucaryote qui transcrit les gènes codant 
pour les protéines a représenté une étape majeure dans la compréhension du processus de la 
transcription. Trente ans plus tard, la résolution de la structure tridimensionnelle de cette 
enzyme a été très certainement une avancée considérable ouvrant la voie à de nouvelles 
perspectives tant sur le plan scientifique que thérapeutique. 
La transcription débute par le recrutement, la reconnaissance et la fixation de l’ARN pol II au 
niveau du promoteur génique situé à 100 paires de bases (pb) en amont du site d’initiation de 
la transcription (Figure 1). Celui-ci est constitué d’un élément de séquence appelé la TATA-
box, situé à -30 pb du site d’initiation (Corden et al ; 1985 and Davison et al ; 1983) où 
viennent se fixer en même temps que la pol II des facteurs dit facteurs généraux de 
transcription qui sont : TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF et TFIIH (Figure 1) (Orphanides et al ; 
1996).  
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Figure 1 : Représentation schématique de la formation du complexe de pré-initiation (PIC). Le 
complexe de pré-initiation est composé de l’ARN pol II et les facteurs généraux de transcription TFIIs, 
la reconnaissance de la TATA-box par TBP et la liaison de facteurs trans-activateurs TAFs. 
 
TFIIH catalyse l’ouverture de la double hélice d’ADN entre les positions -9 et +2 de part et 
d’autre du site d’initiation de la transcription (site +1) pour former la bulle transcriptionnel ou 
complexe de pré-initiation (PIC) (Figure 2) (Douziech et al ; 2000). Ceci rendra possible 
l’appariement des ribonucléotides (rNTP) libres au brin matrice et donc l’initiation de la 
transcription. La catalyse nécessite la présence de deux ions Mg2+ qui se retrouvent au niveau 
du site actif de la polymérase. Au fur et à mesure que la transcription progresse, le PIC 
s’étend en aval d’une paire de base de plus que la position du dernier rNTP ajouté (Holstege 
et al ; 1997). Après l’ajout du quatrième rNTP à l’ARNm en formation, le complexe pré-
transcriptionnel subit un changement de conformation qui conduit à la stabilisation du 
complexe ouvert. TFIIH n’est alors plus nécessaire au maintien du PIC. Jusqu’à l’atteinte de 
la position +10, l’ARN pol II entre dans un cycle d’initiation avorté puisque la polymérase 
peut s’arrêter à tout moment, relâcher l’ARNm en formation, reculer sur la matrice d’ADN 
pour repositionner son centre catalytique au niveau du site d’initiation et entreprendre un 
nouveau cycle d’initiation. À la position +11, une autre transition importante referme 
abruptement le promoteur entre -9 et +2, et le complexe entre alors dans le mode 
d’élongation. Lors de la transition entre l’initiation et l’élongation, les facteurs généraux de 
transcription, à l’exception de TFIIF, sont progressivement relâchés et la polymérase peut 
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Figure 2 : Etapes de la transcription par l’ARN polymérase II. L’ARN polymérase II (ARN pol II) 
et les facteurs généraux de transcription s’assemblent d’abord sur le promoteur, pour former le 
complexe pré-transcriptionnel. Puis, TFIIH catalyse l’ouverture du promoteur entre la position -9 et +2 
par rapport au site d’initiation pour former la bulle transcriptionnel, qui s’étend en aval au fur et à 
mesure que la transcription progresse. Jusqu’à la position +10, l’ARN pol II effectue un cycle 
d’initiations avortées. A la position +11, le promoteur referme entre -9 et +2 et le complexe entre alors 
dans la phase d’élongation. La bulle transcriptionel reste alors ouverte entre la position -9 et +2 par 
rapport à la position du dernier rNTP ajouté (Langelier, Trinh et Coulombe, Medecine et Science 
2002) 
 
Ces facteurs d’élongation préviennent les pauses et les arrêts de la polymérase durant la 
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hybride ADN-ARN de 8 à 9 nucléotides se forme au sain du PIC qui reste ouvert entre -9 et 
+2  par rapport au site +1. Il faut souligner que, pendant l’élongation, ce que l’on appelle le 
site +1 correspond au registre, c’est-à dire à la position du dernier ribonucléotide-triphosphate 
(rNTP) ajouté dans le complexe en élongation. L‘étape de terminaison demeure peu connu 
chez les eucaryotes, mais impliquerait la présence de sites de pause en aval du signal de 
polyadénylation. Durant le processus de terminaison, le signal poly(A) est reconnu par l’ARN 
pol II et le transcrit est clivé en un substrat non coiffé par des exonucléases (Kaneko et al ; 
2007; Kim et al ; 2004; West et al ; 2004). 
2. Structure de l’ARN polymérase II
 
Trois caractéristiques de l‘ARN pol II sont conservées entre les espèces eucaryotes 
(Coulombe et al ; 1999). L’enzyme est constituée de 12 sous-unités nommées Rbp1 à 12. Les 
deux plus grandes sous-unités, qui ont des poids moléculaires approximatifs de 220 et 140 
kDa, sont respectivement homologues, en terme de séquence et de fonction, des sous-unités, 
,’ de l'ARN polymérase des procaryotes. La plus grande sous-unité, Rbp1, contient un 
domaine C-terminal constitué de motifs heptapeptidiques répétés (YSPTSPS). Le nombre de 
répétitions varie en fonction de la complexité du génome : 26 chez la levure, 32 chez 
Caenorhabditis elegans (C.elegans), 45 chez la drosophile, et 52 chez les mammifères. On 
trouve aussi au niveau de cette grande sous-unité des résidus de sérine de type (2, 5, 7) qui 
vont participer aux différentes étapes de la transcription ainsi qu'aux étapes ultérieures 
correspondant au métabolisme des ARNm. Cinq sous-unités de l'ARN pol II, de poids 
moléculaires situés entre 7 et 28 kDa, sont également communes aux ARN pol I (synthèse des 
ARNr) et III (synthèse des ARNt et ARNr 5S). Les autres sous-unités non-communes aux 
trois ARN polymérases sont tout de même très conservées.
 
3. Rôle et fonction de l’ARN polymérase II
 
 Différentes études génétiques et biochimiques ont permis d’attribuer des rôles aux sous-
unités de l’ARN pol II. Par exemple, les sous-unités Rpb1 et Rpb2 forment le centre 
catalytique de l’enzyme (Coulombe et al ; 1999). Rpb9 est impliquée dans l’élongation 
(Awrey et al ; 1997). Rpb3 et Rpb11 présentent des homologies avec le domaine N-terminal 
de la sous-unité de l’ARN polymérase d’Escherichia coli (E.Coli), impliquée dans 
l’assemblage de l’enzyme. Les sous-unités Rpb4 et Rpb7 forment un sous-complexe qui peut 
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se dissocier du reste de l’enzyme. Cependant une des grandes fonctions de l’ARN pol II se 
déroule au niveau du domaine C-terminal dit domaine CTD. C’est au début des années 1980 
(Dahmus et al ; 1980) que l’on a décrit l’existence d’une forme hypo et hyperphosphorylée de 
l’ARN pol II. Par des tests fonctionnels ainsi que des anticorps spécifiques à l’une ou l’autre 
forme de l’ARN pol II, ils ont montré que celle-ci était phosphorylée au niveau de son 
domaine CTD (Christmann et al ; 1981) dans le complexe de pré-initiation. Plus tard les sites 
de phosphorylation ont été découverts et c’est au niveau de résidus de sérine notamment sur la 
sérine 2 et 5 que se produisent les modifications. Plus intéressant encore, il a été démontré par 
des analyses d'immunoprécipitation de chromatine (ChIP), chez la levure et la drosophile, que 
la phosphorylation de la sérine 2 augmente lorsque l’ARN pol II se trouve vers l’extrémité 3’ 
du gène, alors que la phosphorylation de la sérine 5 est associée à des régions proches du 











Figure 3 : Mécanisme de transcription : Initiation-Elongation-Terminaison. La transcription 
débute par le recrutement du complexe de pré-initiation de la transcription (PIC), lequel contient les 
GTFs, la protéine TBP et l’ARN pol II. Au cours de l’initiation l’ARN pol II subit une 
phosphorylation par TFIIH au niveau de la sérine 5 situé dans le domaine CTD de l’ARN pol II. Ainsi 
l’ARN pol II peut commencer l’étape d’élongation par le recrutement de facteurs d’élongation mais 
également par la phosphorylation par P-TEFb de la sérine 5 située également dans le domaine CTD. 
La terminaison de la transcription est déclenchée par une déphosphorylation du domaine CTD de 
l’ARN pol II par plusieurs phosphatases tel que FCP1. L’ARN coiffé et polyadénylé est relâché et 
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De ces résultats il a été conclu que la phosphorylation de la sérine 5 du domaine CTD de 
l’ARN pol II est associée avec l’initiation de la transcription et le début de l’étape 
d’élongation, alors que la phosphorylation de la sérine 2 du domaine CTD de l’ARN pol II est 
plutôt associée à l’étape finale de l’élongation voire à la terminaison de la transcription.  
Il est donc maintenant bien clair que le domaine CTD de l’ARN pol II joue un rôle important 
dans le recrutement de facteurs protéiques impliqués dans l’élongation, ainsi que dans la 
maturation et l’exportation des ARNm (Hirose et al ; 2000). 
II : PROCESSUS DE MATURATION DU PRE-ARNm
1. L’étape de coiffage
Certain aspect du processus de maturation du pré-ARNm et de la transcription sont connus 
pour influencer l’expression des gènes (Proudfoot et al ; 2002).  
La structure de la coiffe (Figure 4) est une des caractéristiques de tout les transcrits de l’ARN 
pol II qui consiste à une activité séquentielle d'une 5’-triphosphatase, d'une guanylyl-






Figure 4 : Structure de la coiffe. La structure de la coiffe est composée d’un résidu guanosine 
méthylé en position N7 et lié via un pont 5’- 5’ triphosphate au nucléotide situé à l’extrémité 5’ de 
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L’étape du coiffage se déroule de façon co-transcriptionnelle, et constitue une des étapes 
précoces dans les modifications des ARNs détectées sur le transcrit naissant à 20-30 
nucléotides du démarrage de l'élongation (Gnatt et al ; 2001).Au début de la synthèse de 
l’ARNm (Figure 5), le phosphate () situé à l’extrémité 5’ de la chaîne de l’ARN est enlevé 
par la 5' triphosphatase. S’ensuit une seconde modification sur le même nucléotide par la 
guanyly-transférase pour aboutir à la formation de la structure GpppN. Enfin au niveau de la 
position N7 de la guanine se produit une méthylation par la (guanine-7-)-méthyl-transférase.  
La structure de la coiffe est décrite pour être impliquée dans certains aspects du métabolisme 
des ARNm. Elle confère une résistance aux exonucléases 5'-3’ et contribue à une variété de 
processus cellulaires, incluant l’épissage du pré-ARNm (Holstege et al ; 1997, Orphanides et 
al ; 1996), la polyadénylation, l’export nucléaire (Cramer et al ; 2000), et la traduction des 
ARNm (pour revue : Cracken et al ; 1997). Cette structure est reconnue au niveau nucléaire 
par un complexe CBC (cap binding complex), lequel contient deux protéines, la CBP20 et la 
CBP80. Durant l’export à travers les pores nucléaires, les protéines nucléaires liées à la coiffe 
sont remplacées par le facteur d’initiation de la traduction eIF-4E (Partie II.I) dans le 
cytoplasme (Shatkin et al ; 2000). La coiffe liée au complexe CBP joue alors un rôle dans la 
stabilité des ARNm permettant ainsi de bloquer l’activité des exonucléases 5’-3’ (Beelman et 
al ; 1997). Dans le cytoplasme, la liaison d’eIF-4E associé à d’autres facteurs est requise pour 
l'initiation de la traduction par le mécanisme classique dépendant de la coiffe, en permettant le 




































Figure 5 : Mécanisme de formation de la coiffe. Le phosphate- trouvé à l’extrémité 5’ d l’ARN 
pré-messager est initialement hydrolysé par l’ARN triphosphatase. Par la suite, l’ARN 
guanilytransférase transforme une molécule de GTP en GMP pour ensuite la transférer à ‘extrémité 
diphosphorylée de l’ARN pré-messager. Il y a alors formation d’un pont 5’-5’ triphosphate. La 
synthèse de la coiffe se termine par la méthylation du résidu guanosine en position N7 par l’ARN 
(guanine-7) méthyltransférase via l’intermédiaire du composé S- adenosyl-L-méthyonine (SAM).




Les gènes humains sont constitués de séquences codantes, les exons, et de séquences non 
codantes, les introns. Les ARN pré-messagers sont composés en moyenne de 8 exons d'une 
taille moyenne de 145 nucléotides, séparés pas des introns d'une taille approximativement 10 
fois supérieure (Figure 6) (Lander et al ; 2001). Pour pouvoir générer un transcrit fonctionnel, 
les séquences introniques doivent être excisées. Ce processus s’appelle l’épissage de l’ARNm. 
Les introns sont constitués d’un site d’épissage en 5’ (5’ss), un point de branchement (BPS) 
suivi d’une série de pyrimidine (Py tract) et d'un site d’épissage en 3' (3’ss) (Figure 7).  
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Figure 6 : Représentation schématique d’un pré-ARNm. Les pré-ARNm sont constitués de parties 







Figure 7 : Représentation schématique des différents constituants d’un intron. Nous trouvons 
entre les extrémités 5’ss et 3’ss d’un intron : un point de branchement (BP), un tract pyrimidine, 
essentiels pour le recrutement de facteur d’épissage. 
Le pré-ARNm contient des éléments en cis essentiels pour la réaction d’épissage qui se 
déroule en deux étapes : 
 
- La reconnaissance des jonctions exon-intron. 
- La réaction d’élimination des introns, et la création des jonctions d’exons entre eux. 
 
Le processus d’épissage est rendu possible grâce à l’assemblage de cinq petites protéines 
nucléaires qui forment des ribonucléoprotéines (snRNPs) et qui en s'associant avec les petits 
ARNs U1, U2, U4, U5, U6, appelés snRNAs (small nuclear RNAs) forment ainsi le 
spliceosome  requis pour la réaction d’épissage (Kramer ; 1996, Bruge et al ; 1999). 
L’interaction de la snRNP U1 avec le site d’épissage 5’ initie l’assemblage du spliceosome 
(Figure 8). Au niveau du site 3’ d’épissage et du tract polypyrimidine (Py tract) vient se lier 
U2AF, un facteur d’épissage hétérodimérique. Ceci permet ainsi le recrutement de la snRNP 
U2, associée à des protéines, qui lie le point de branchement appelées BBP ou SF1. Cette 
réaction se déroule de manière ATP-indépendante et résulte dans la formation d’un complexe 
E, lequel est converti de manière ATP-dépendante en un complexe de pré-spliceosome A 
après le remplacement de SF1 par la snRNP U2 au niveau du point de branchement. Plus tard 
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intervient le recrutement des snRNPs U4, U6 et U5 dans un complexe tri-snRNP qui forme à 
son tour le complexe B lequel contient toutes les sous-unités du spliceosome qui participent à 
l’épissage du pré-ARNm. Une autre réaction permet enfin la conversion du complexe B en un 
complexe C catalytiquement actif, qui forme le cœur du spliceosome, après un changement 
conformationnel (Madhani and Gurthrie ; 1992  Sun and Manley ; 1995). 
 







Figure 8 : Mécanisme d’épissage et d’assemblage du spliceosome. Le mécanisme commence par la 
liaison de U1 snRNA au niveau du site d’épisssage 5’ (ss) et la liaison du facteur d’épissage 1 (SF1) 
au niveau du point de branchement 3’ (branch point) pour former ainsi le complexe E’. Le complexe 
E’ peut être converti en un complexe E par le recrutement d’un facteur auxiliaire hétérodimère U2 
(U2AF) constitué d’U2AF65 et U2AF35 au niveau du tract pyrimidique et de l’extrémité 3’ AG158. 
Le complexe E ATP-indépendant est convertie en un complexe E ATP-dépendant appelé le pré-
spliceosome A par le remplacement de SF1 par U2 snRNP au niveau du point de branchement. Plus 
tard le recrutement du tri-snRNP U4/U6-U5 amène à la formation du complexe B, lequel contient 
toutes les sous-unités spliceosomale pour l’épissage du pré-ARNm. Tout ceci est suivi par un 
changement conformationnel et un remodelage incluant la perte d’U1 et U4 snRNP résultant donc à la 
formation du complexe C, lequel constitue le spliceosome catalytiquement actif. (Pour revue Chen 

















Réarrangement, formation et activité catalytique du 
complexe C. 
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Le processus d’épissage permet, en plus de l’excision des introns, de rajouter sur l’ARNm des 
protéines qui informeront du futur du devenir du messager.  Le complexe de la jonction exon-
exon, ou EJC, est un élément critique pour le devenir des ARNm puisqu’il influencera son 
export, sa dégradation (Le Hir et al ; 2003) et même sa traduction (Nott et al ; 2004). Après 
épissage du pré-ARNm plusieurs protéines viennent se déposer au niveau d’une séquence, 
conservée de 20-24 nucléotides, en amont de la jonction exon-exon formant ainsi l’EJC (Le 
Hir et al ; 2000).  
2. 2  L’épissage alternatif
 
L’épissage alternatif des pré-ARNm est un moyen important de contrôle génétique et une 
étape cruciale dans l’expression de beaucoup de gènes. Ce mécanisme affecte gravement le 
développement humain, il est à l’origine de certaines maladies humaines. C’est un mécanisme 
crucial pour le contrôle de l’expression des gènes. De récentes études ont estimé que 95% des 
gènes humains multi-exoniques sont l'objet d'un épissage alternatif. Ce processus est à 
l’origine de la production de plusieurs formes différentes de protéines provenant d’un même 
gène qui auraient en plus de nombreuses fonctions dans la croissance, la différentiation et la 
mort cellulaire. La régulation de l'exclusion et de l'inclusion des exons, implique des éléments 
de séquences en cis situés dans les exons ou dans les introns ainsi que des protéines 
régulatrices. Ils sont divisés en 4 catégories selon leur fonction et position : les activateurs 
d’épissages exoniques (ESEs), les inhibiteurs d’épissages exoniques (ESSs), les activateurs 
d’épissages introniques (ISEs) et les  inhibiteurs d’épissage introniques (ISSs). Les ESEs sont 
habituellement reconnus par des protéines de la famille dite SR (Ser-Arg) (Table 9). Les ISSs 
et les ESSs sont plutôt reconnus par les protéines de la famille des hnRNPs (Table 10), 
lesquels ont un ou plusieurs domaines de liaison RRM aux ARNs, mais aussi des domaines 
d’interaction protéines-protéines. Les ISEs ne sont pas très bien caractérisés, bien que 
récemment plusieurs protéines telles que hnRNP F et H aient été démontrées pour leur 
capacité à se lier aux ISEs et à stimuler l’épissage. 
 
2.2.1 Les protéines Sérine-Arginine : Les SR 
 
Les protéines SR (Ser-Arg) sont une famille de facteurs nucléaires qui jouent un rôle 
important dans l’épissage des pré-ARNm dans les organismes fonctionnant soit de façon 
constitutive soit de façon alternative dans l’épissage (Li et al ; 2003). Elles sont impliquées 
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dans certaines étapes de régulation d’épissage en se liant aux séquences activatrices 
d’épissages, les ESEs (Blencowe et al ; 2000), à travers la reconnaissance de leur domaine 
RRM, motifs de reconnaissance aux ARNs, mais également en promouvant à la fois des 
interactions protéines-protéines mais parfois aussi des interactions protéines-ARN. Ces 
interactions se font à travers leur domaine RS contenant des répétitions Arginine-Sérine. 
Toutes les SR ont des caractéristiques communes (Table 8). Elles ont une structure similaire 
avec un ou deux domaines de liaison aux ARNs de type RNP (pour particule 
ribonucléoprotéique) au niveau de la partie N-terminale, des domaines de longueurs variables 
riches en Argine-Serine au niveau de la partie C-terminale. Les domaines RS sont 
phosphorylés et leur fonction dans l’épissage est habituellement activatrice. Beaucoup de 
protéines SR fonctionnent comme des régulateurs dans de multiples étapes du métabolisme 
des ARN, tel que l’export nucléaire, la dégradation des ARN par le système NMD et la 
traduction. 
 
Nom Domaine Séquence de liaison Gènes Cible 
SRp20  RRM et RS GCUCCUCUUC SRp20,calca, insr 
SC35(SFRS2) RRM et RS UGCUGUU Ache  
ASF/SF2(SFRS1) RRM, RRMH, RS RGAAGAAC HIPK3,HIV,CAMK2D
SRP40 (SFRS5) RRM, RRMH, RS AGGAGAAGGGA HIPK3, PRKCB, FN1 
SRp55 (SFRS6) RRM, RRMH, RS GGCAGCACCUG TNNT2, CD44 
SRp75 (SFRS4) RRM, RRMH, RS GAAGGA FN1, EA1, CD45 
Table 9 : Exemples de protéines SR avec les caractéristiques et séquences de liaison. (Pour revue 
Chen et Manley ; 2009). 
 
2. 2 .2  Les ribonucléoprotéines nucléaires hétérogènes : hnRNPs
 
D’autres éléments régulateurs de la machinerie d’épissage appartiennent à la famille des 
hnRNPs. Ces protéines contiennent un domaine de liaison à l’ARN, de type RRM, comme les 
protéines SR, ou de type KH (pour hnRNP K-homology) (Table 9, Chen et Manley ; 2009). 
Ce domaine est suivi d’une région plus variable qui peut être impliquée dans l’interaction 
avec d’autres protéines. Les hnRNPs ont une fonction d’empaquetage des transcrits primaires 
et jouent des rôles plus spécifiques dans la maturation de certains ARNm (Maniatis et al 
2002). Ces protéines ont été montrées comme pouvant fixer les sites inhibiteurs de l’épissage 
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(ISS ou ESS). Parmi ces hnRNPs, la PTB connue aussi sous le nom de hnRNP I, les hnRNP 
A/B et hnRNP H sont souvent impliquées (Dreyfus et al ; 1993). Un mécanisme décrit pour la 
hnRNP A1 est sa fixation par  haute affinité sur un exon puis sa multi-dimérisation le long du 
pré-ARNm. Les multiples hnRNP A1 inhibent la fixation des SR en masquant les sites ESE et 
empêchant ainsi la reconnaissance de l’exon (Zhu et al ; 2001). L’équilibre entre la population 
des protéines SR et hnRNPs va donc influencer la reconnaissance des exons et générer 
l’épissage alternatif. La décision finale à savoir l’exclusion ou l'inclusion d’un exon sera 
déterminée par la concentration entre les protéines SR et les hnRNPs. Par exemple, la protéine 
SR, 9G8 aussi connue sous le nom SFRS7 et la hnRNP F et H régulent l’épissage de l’exon -
tropomyosine par compétition de liaison sur le même élément. hnRNP A1 et la protéine 
ASF/SR2 connue aussi sous le nom de SFRS1 et SC35 (SFR2) ont des fonctions antagonistes 
dans l’épissage de l’exon -tropomyosine 6B.  
 
Nom Domaine Séquence de liaison Gènes Cible 
HnRNP A1 RRM et RGG UAGGGA/U SMN2 et Ras 
HnRNP A2 RRM et RGG (UUAGGG)n HIV 
HnRNP C1 RRM U riche APP 
HnRNP F RRM, RGG GGGA et G riche PLP,SRC et BCL2L2 
HnRNP G RRM et SRGY AAGU SMN2 et TMP1 
HnRNP H RRM et RGG GGGA et G riche PLP, HIV 
HnRNP L RRM C et A riche NOS et CD45 
HnRNP M RRM C et A riche FGFR2 
HnRNP Q RRM, RGG CC(A/C) SMN2 
Table 10 : Exemples de hnRNPs avec les caractéristiques et séquences de liaison à leurs gènes 
cibles (Pour revue Chen et Manley ; 2009) 
3. La polyadénylation de l’extrémité 3’
3.1 L’importance de la maturation du 3’ 
 
L’étape de formation de l’extrémité 3’ a une importance cruciale chez les eucaryotes, et une 
dérégulation de ce processus provoque des effets catastrophiques sur la croissance et la 
viabilité cellulaire (Zaho et al ; 1999). Tout d’abord, la maturation du 3’ promeut le transport 
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des ARNm nucléaires dans le cytoplasme (Vinciguerra et al ; 2004) ainsi que leur stabilité 
(Wickens et al ; 1997, Wilusz et al ; 2001). En effet, dans le cytoplasme l’ARNm est 
majoritairement dégradé à partir de son extrémité 3’, indiquant une importance capitale de la 
protection de l’extrémité 3’ (Wickens et al ; 1997) par l’addition de la queue poly(A) et par 
conséquent la fixation de la protéine PABP prévenant ainsi la dégradation de l’ARNm dans 
les cellules de mammifères (Ford et al ; 1997) et chez les oocytes de Xénope (Wormington et 
al ; 1996). Ensuite, la polyadénylation joue un rôle important dans l’augmentation de la 
traduction des ARNm en protéines. La queue poly(A) et la PABP interagissent avec 
l’extrémité 5’ coiffée pour promouvoir la traduction (Preiss et al ; 1998). Elle permet aussi le 
couplage entre la transcription et la machinerie d’épissage (Calvo et al ; 2003, Maniatis at al ; 
2002, Proodfoot et al ; 2002, Hirose et al ; 2000) sous contrôle de facteurs protéiques liés au 
domaine CTD de l’ARN pol II. Tout ceci participe au contrôle de l’initiation de la 
transcription, et la reconnaissance d'un signal poly(A), est essentielle pour la terminaison de la 
transcription. Il a été montré qu’une altération de ces interactions amène à une 
polyadénylation imparfaite et donc à la dégradation des ARNm (Proodfoot et al ; 2004). 
 
 3. 2  Les étapes du clivage et de la polyadénylation
Le clivage et la polyadénylation du 3’ sont dirigés par des éléments de séquence appelés 
éléments en cis situés dans les régions non traduites du pré-ARNm (Figure 11).  
 
Figure 11. Représentation schématique des éléments de séquence indispensables à la 
maturation en 3’. Le signal de polyadénylation est composé de trois séquences qui sont : un 
hexanucléotide, AAUAAA, situé à 10-30 bases du site de clivage lui-même constitué du dinucléotide 
CA, un motif riche en U ou en G/U (downstream element : DES) positionné à 20-40 bases en aval du 
site de clivage (D’après Parent A et Bisaillon M ; 2006) 
. 
 
Ces éléments de séquence sont retrouvés dans tout les pré-ARNm qui sont polyadénylés, à 
l’exception des pré-ARNm d’histones qui eux ne sont pas polyadénylés, mais qui subissent 
aussi l’étape de clivage (Gilmartin et al, 2005).   
Coiffe Hexanucléotide
AAUAAA CA5’
Site de clivage Motif riche en U ou G/U 
3’
10-30 nt 20-40 nt
U/GU 
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Le processus de polyadénylation (Figure 12) consiste en l’ajout d’une série d’adénosines au 
niveau de l’extrémité 3’ de l’ARN et ce par 2 réactions étroitement couplées (pour revue : 
Wadhle and Keller ; 1992). L’ARN précurseur est clivé de façon endonucléotidique puis le 
fragment 5’ est allongé de 200 résidus d’adénine alors que la portion 3’ est dégradée. Le 
signal de polyadénylation reconnu est la séquence AAUAAA suivie d’une région riche en G-
U qui déterminer le site de clivage qui sera le substrat de la polyadénylation. Le clivage se fait 
entre 11 et 25 nucléotides en aval de la séquence AAUAAA, au niveau d’un dinucléotide CA. 
Six complexes protéiques sont impliqués dans le clivage : CFI (cleavage factor I), CFII 
(cleavage factor II), CstF (cleavage stimulating factor) et CPSF (cleavage and 
polyadenylation specificity factor), la polymérase poly (A) (PAP), la symplekine, et la pol II. 
Tous ces facteurs contribuent à la réaction de clivage. L’addition de la queue pol (A) ne 
requiert que la poly (A) polymérase (PAP) laquelle intervient pour polyadényler l’ARN. 
PABP stimule PAP pour catalyser l’addition des résidus d’adénosines et contrôler la 
formation complète de la queue poly (A) en régulant l’interaction entre CPSF et PAP 
(Kuhn,U et al ;2009). PABP est également connu pour stimuler l’épissage en favorisant la 
fixation du facteur U2AF65 (Vagner et al ; 2000). En effet trois principaux facteurs ont été 
décrit pour être directement impliqué dans le couplage d‘épissage-clivage/polyadénylation : 
U2AF65, U2snRNP et SRm160. U2AF65, la plus grande sous-unité du facteur U2AF, lie le 
tract pyrimidine situé au niveau du dernier site d’épissage intronique 3’, et stimule les deux 
réactions de clivage et de polyadénylation en recrutant le facteur hétérodimérique de clivage 
CFIm 59/25 au niveau du signal poly (A) (Millevoi, S et al ; 2006). Ces interactions médient 




















Figure 12 : Représentation schématique du mécanisme de maturation du 3’. 1 : Formation du 
complexe de clivage CPSF (cleavage/polyadenylation specific factor) composés de six facteurs 
polymériques qui participe à la fois à la réaction de clivage et de polyadénylation. Les facteurs CFI et 
II sont requis pour le processus de clivage de part leur activité endonucléolitique. PAP est requise pour 
le maintient d’un complexe de clivage actif. 2 : Coupure de l’ARN pré-m au niveau du site de clivage. 
3 : PAP commence sont activité de polyadénylation au niveau de l’extrémité 3’ de l’ARN pré-m. 
(D’après Parent A et Bisaillon M ; 2006) 
III : L’EXPORT : TRANSFERT NUCLEO-CYTOPLASMIQUE 
 
En plus de ces évènements interconnectés dans le noyau, il y a aussi des connections entre les 
processus nucléaires et les processus cytoplasmiques. Tout ceci entraîne le recrutement de 
protéines au sein de l’ARNm formant les mRNPs (Gilsonic et al ; 2008, Moore et al ; 2005). 
Parmi les protéines formant les mRNPs, certaines qui rencontrent le transcrit naissant à partir 
de l’ARN Pol II dans le noyau et qui accompagnent l’ARNm maturé dans le cytoplasme, ont 
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1. L’export nucléaire des ARNm matures
1.1  Le complexe de pore nucléaire
 
Etape de transfert des ARNm du noyau vers le cytoplasme à travers le complexe de pore 
nucléaire (NPC). Les NPC sont des structures multiprotéiques ancrés dans la membrane 
nucléaire, composés d’une cinquantaine de protéines distinctes que l’on appelle les 
nucléosporines. Il forme un canal de 9 nm de diamètre qui peut s’élargir de 25 nm lors des 
phases actives d’exports ou d’imports. De nombreuses voies d’exports des ARNs utilisent des 
kariophérines (importines/exportines) sous la dépendance de la petite GTPase Ran (Gorlich ; 
1999, Dreyfuss ; 1999).  
Figure 13. Schéma général d’un Complexe de Pore Nucléaire. 
1. 2  Mécanisme d’export des ARN cellulaires
Depuis plusieurs années, les mécanismes de transport des macromolécules à travers le pore 
nucléaire sont abondamment étudiés. Les mécanismes d’imports nucléaires des protéines ont 
été les premiers à être caractérisés et ils sont maintenant bien connus. Ainsi, différents travaux 
ont permis l’identification de séquences d’import de type NLS (nuclear localisation signal), 
ainsi que de nombreux constituants de la machinerie d’import nucléaire dont les récepteurs 
nucléaires et l’enzyme Ran-GTPase (Kuertsten et al ; 2001). En revanche, les mécanismes 
d’exports des macromolécules ne sont pas encore bien totalement élucidés. Les principaux 
Nucléoplasme




- 26 - 
 
substrats exportés dans le cytoplasme sont les complexes ribonucléoprotéiques (RNP), 
composés d’ARN associés à de nombreuses protéines. Ces complexes doivent franchir le 
NPC qui est composé d’une trentaine de protéines différentes, les nucléosporines (Nups), qui 
forment un canal aqueux à travers l’enveloppe nucléaire (Fahrenkrog et al ; 2004). Cependant 
il apparait très clairement que, selon le type d’ARN, les mécanismes d’adressage vers le NPC 
sont très variés. Des études menées dans les oocytes de xénope suggèrent que les différentes 
classes d’ARN, ARN de transfert (ARNt), petits ARN nucléaires riche en uracile (ARNsnU), 
ARN messagers (ARNm) et ARN ribosomaux (ARNr) ne sont pas en compétition pour leur 
export (Jarmolowski et al ; 1994). Ces données indiquent donc l’utilisation de voies 
différentes, en effet, comme nous allons le voir, les ARNm suivent une voie d’export 
totalement différente de celle des ARNt, ARNsnU et ARNr. 
Les ARNsnU, ARNt et les ARNr interagissent spécifiquement avec les protéines possédant 
une séquence d’export nucléaire. Parmi les séquences d’export nucléaire, la plus couramment 
retrouvée est la séquence de type NES (nuclear export signal). Cette séquence de 10 acides 
aminés est riche en leucine, et est reconnue par le récepteur nucléaire spécifique, le récepteur 
d’export CRM1, qui appartient à la famille des exportines/importines (Fornerod et al ; 1997). 
Le mécanisme d’export requière l’hydrolyse du GTP en GDP par la Ran-GTPase. Dans le 
noyau, en présence de la forme Ran-GTP, le récepteur CRM1 fixe son substrat (Figure 14). 
Le complexe traverse le pore nucléaire, grâce à l’interaction spécifique de CRM1 avec les 
nucléosporines, puis dans le cytoplasme l’enzyme RanGAP stimule l’hydrolyse du GTP, 
convertissant ainsi le RanGTP en RanGDP. Le substrat est ainsi libéré et la protéine RanGDP 
est ré-adressée vers le noyau où une autre enzyme va la recycler en RanGTP, maintenant ainsi 
un gradient de RanGTP entre le cytoplasme et le noyau. Les ARNsnU et les ARNr, par 
l’intermédiaire des protéines à domaines NES spécifiques, suivent cette voie d’export utilisant 
le récepteur CRM1. Concernant les ARNt, le mécanisme d’export est similaire puisque le 
récepteur est l ‘exportine-t qui appartient à la même famille que CRM1 (Cullen et al ; 2003). 
L’export de la majorité des ARNm est dirigé par un groupe de protéines très différentes, 
conservées dans plusieurs espèces. Parmi elles, la protéine TAP ou NXF1 chez les 
mammifères, Mex67p chez la levure S.Cerevisiae, a été isolée comme un facteur essentiel à 
l’export des ARN de certains rétrovirus (Gruter et al ; 1998). L’inactivation conditionnelle de 
 
 




Figure 14.  Schéma d’export cellulaire des ARNms nucléaire dépendant du récepteur CRM1. 
Mex67p conduit à une accumulation rapide des ARN hyperadénylés dans le noyau (Jensen et 
al ; 2001). TAP est associée à une autre protéine p15 ou NXT1 (Mtr2p chez la levure 
S.cerevisiae) et leur association est essentielle à l’export. Le rôle de TAP et de p15 de la 
drosophile dans l’export des ARNm a été confirmé par Herold et al, qui ont mis en évidence 
que l’abolition de l’expression de l’une des deux protéines, par la technologie de 
l’interférence à l’ARN, conduit à l’accumulation nucléaire des ARN polyA+ (Herold et al ; 
2001). Les auteurs ont ainsi montré que l’export des ARN épissés mais également celui des 
ARN issus de gènes dépourvus d’introns est dépendant de ce complexe. De plus, une 
approche globale réalisée dans ce modèle démontre que les protéines TAP et p15 sont 
impliquées dans l’export d’au moins 75% des ARN ployA+ (Herold et al ; 2003). Le passage 
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(FG) des nucléosporines par un mécanisme indépendant de la protéine GTPase Ran (Fribourg 
et al ; 2001).  Le mécanisme de fixation du complexe TAP/p15 à l’ARN n’est pas clairement 
établi. En effet, in vitro TAP et p15 interagissent avec l’ARN indépendamment de sa 
séquence nucléotidique, par l’intermédiaire du domaine N-terminal de TAP qui contient un 
domaine RBD (RNA-binding domain) et un domaine riche en leucine. En revanche, il semble 
qu’in vivo TAP et p15 interagissent avec l’ARN via des protéines adaptatrices comme la 
protéine REF. Chez la levure S. cerevisiae, l’orthologue de REF, Yra1P, interagit 
spécifiquement avec Mex67p et lorsque le gène codant Yra1P est délété, les ARN polyA+ 
s’accumulent dans le noyau (Strasser et al ; 2000). Au sein des métazoaires, le rôle de REF 
semble plus complexe, puisque la protéine stimule l’export des ARN générés à partir des 
gènes possédant ou non des introns (Rodrigues et al ; 2001), sans être indispensable à ce 
mécanisme (Gatfiel et al ; 2002). Il existe donc probablement, chez les organismes, plusieurs 
protéines adaptatrices. Une autre protéine UAP65, protéine hélicase (Sub2p chez la levure S.
cerevisiae) identifiée comme protéine adaptatrice est recrutée directement au niveau des 
mRNP et est essentielle à l’export des ARN PolyA+ à la fois dans les cellules de drosophile et 
chez la levure (Gatfiel et al ; 2001, Strasser et al ; 2001). De plus, l’abolition de son 
expression dans les cellules de drosophile affecte aussi l’export des ARN issus de gènes 
contenant ou non des introns (Gatfiel et al ; 2001). 
 
2.  Couplage fonctionnel entre l’épissage et l’export : Le Complexe de Jonction d’Exon
 
Chez les métazoaires, il semble que l’export des ARN, issus de gènes possédant des introns 
soit couplé aux mécanismes d’épissages. En effet, il a récemment été mis en évidence, un 
complexe protéique marquant les jonctions exons-exons EJC. Le complexe se fixe à 20 à 24 
nucléotides en amont de cette jonction indépendamment de la séquence nucléotidique. Il est 
composé notamment des protéines SRm160, RNPS1, Y14, DEK et de la protéine REF (Le 
Hir et al ; 2000). La présence de la protéine REF semble indiquer un lien avec le complexe 
d’export. Des expériences consistant à injecter ces différents facteurs dans les oocytes de 
xénope ont permis de conclure que le positionnement du complexe EJC faciliterait le 
recrutement de TAP/p15 (Le Hir et al ; 2001). Cependant, les composants du complexe EJC 
ne sont pas indispensables à l’export des ARN PolyA+, car l’abolition individuelle de leur 
expression par interférence à l’ARN, dans des cellules de drosophile, n’affecte pas l’export 
des ARN (Gatfiel et al ; 2002). Ce résultat signifie que, soit les facteurs sont redondants, soit 
l’épissage n’est pas un pré-requis essentiel à l’export. L’existence de gènes dépourvus 
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d’introns, même minoritaire chez les métazoaires, semble en faveur de la deuxième 
hypothèse. Toutefois, il existe d’autres protéines impliquées dans l’épissage qui permettent 
l’export des ARN issus de gènes possédant ou non des introns. Il s’agit des protéines SRp20 
et 9G8, membre de la famille des protéines SR qui sont des facteurs d’épissages dont la 
séquence en acides amminés est riche en sérine et arginine. Il a été démontré que ces protéines 
servent, en association avec TAP, à l’export de ces ARN (Huang et al ; 2003). 
Chez la levure S. cerevisiae, où la majorité des gènes ne contiennent pas d’introns, une autre 
voie à été mis en évidence. Elle implique le couplage des mécanismes de transcription et 
d’export nucléaire. Un complexe dit TREX (pour transcription export complexe) a été 
identifié. Il regroupe le complexe d’élongation de la transcription, nommé THO, et les 
protéines Yrap1P et Sub2p. De plus, un lien avec les étapes finales de la maturation des 
ARNm et le contrôle de leur dégradation a été mis en évidence (pour revue : Vasudevan et al ; 
2003). 
Plusieurs protéines navettes comme les hnRNPs, incluant chez la levure la Npl3p, Nab2p, 
Hrb1p ou Hrp1p, sont essentielles pour l’export des ARNm. De récentes études montrent que 
la protéine Npl3p similaire à une protéine SR interagit directement avec Mex67p et joue le 
rôle d’adaptateur en plus de celui de récepteur d’export (Gilbert et al ; 2004). Cependant, 
comme leur déplacement du noyau vers le cytoplasme dépend de la synthèse des ARNs, les 
hnRNPs pourraient n'être que des cargos passifs des ARNm et contribuer à l’export 
indirectement, en assurant seulement le processus d'empaquetage du complexe mRNP (pour 
revue Zenkluen et al ; 2001). Il a été montré qu’une protéine, la Dbp5p, protéine navette 
hélicase  ATPase/RNA, essentielle pour l’export des ARNm, s’associe avec les ARNm 
précocement durant la transcription et reste associée avec les mRNP durant l’export (Estruch 
et al ; 2003, Hodge et al ; 1999, Zaho et al ; 2002).  
Des études ont révélé que la formation des mRNPs se déroule souvent de par son interaction 
avec la machinerie de transcription notamment avec l’ARN pol II (Maniatis et al ; 2002). 
Comme nous l’avons vu ci-dessus, le CTD de la pol II recrute les facteurs impliqués dans le 
coiffage en 5’ des ARNm, dans l’épissage, le clivage et polyadénylation de l’extrémité 3’, 
facilitant ainsi leur liaison aux transcrits en cours de synthèse (Bentley et al ; 2002, Proutfoot 
et al ; 2002). Les ARNm mal épissés ou mal maturés restent dans le noyau, indiquant que la 
formation des mRNPs et l’export ne peuvent se dérouler indépendamment (Brodsky et al ; 
2000). 
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Tous ces couplages fonctionnels peuvent être responsable en partie d’un mécanisme de 
contrôle-qualité, en s’assurant que seuls les transcrits entièrement matures arrivent dans le 




PARTIE II : LES MECANISMES ET LE CONTROLE 




I. LA TRADUCTION 
 
Comme nous venons de le voir, l’expression des gènes est fortement régulée au niveau 
transcriptionnel mais elle peut être également régulée au niveau post-transcriptionnel, lors des 
différentes étapes de maturation du pré-ARNm telles que l'épissage, l’export, la stabilité ainsi 
que la traduction des ARNm en protéine. Le contrôle de la régulation de la traduction permet 
à la cellule de pouvoir s’adapter beaucoup plus rapidement à l'environnement extérieur, 
contrairement à la transcription, et donc d’adapter les concentrations protéiques au besoin de 
la cellule. La traduction comme la transcription peut être divisée en quatre étapes: L’initiation, 
l’élongation, la terminaison et le recyclage des ribosomes. 
 
1. L’initiation de la traduction 
 
1.1  La coiffe 
 
Pour accomplir l’étape d’initiation de la traduction, la cellule utilise la coiffe (Partie I : II-1) 
située à l’extrémité 5’ des ARNm, la queue poly(A) au niveau de l’extrémité 3’ mais 
également une douzaine de facteur d’initiation de la traduction eucaryotiques (eiFs). Elle peut 
être sub-divisée en trois étapes. Tout d’abord, la formation du complexe 43S dit pré-initiation 
par le recrutement de la petite sous-unité 40S, les facteurs d’initiations, et l’ARN de transfert 

























Figure 16 : Représentation schématique de la formation du complexe de pré-initiation 43S. Tout 
d’abord recrutement de la sous-unité 40S, les facteurs d’initiations de la traduction (eIF1A, eIF1, eIF3, 
eIF5, eIF2), l’ARN de transfert (ARNt). 
 
 
 Le complexe vient ensuite se lier au niveau de la coiffe et commence le processus de 
balayage de la région 5’ UTR jusqu’à la rencontre du premier codon d’initiation AUG 
rencontré (Kozak ; 1989) où là vient se joindre au complexe la grande sous-unité 60S pour 
former le ribosome 80S (Figure 16). Toute ces étapes sont facilitées par des protéines solubles 
appelées facteurs d’initiation de la traduction (Hershey et al ; 2000) dont certaines ont été bien 
caractérisées et qui commence par leur interaction avec la coiffe. La liaison du ribosome à 
l’extrémité 5’ de l'ARNm requiert le facteur eIF-3, le complexe eIF-2/GTP/Met-tRNAi met, de 
l’ATP, le complexe de liaison à la coiffe eIF-4F, et eIF-4B.  
eIF-4F, qui reconnait la coiffe est constitué de trois sous-unités : 
                    - eIF-4E : sous-unité qui lie la coiffe. 
    - eIF-4G : sous-unité qui lie la coiffe via les sous-unités eiF4E et eiF4A. 
                    - eIF-4A : activité hélicase ATP-dépendante. 
L’interaction spécifique entre eIF-4G, qui lie la coiffe via la sous-unité eIF-4E, et eIF-3, qui 
lie le 40S, joue un rôle majeur dans le recrutement de la sous-unité 40S à l’extrémité 5’ des 
ARNm eucaryote. La sous-unité 40S commence alors à se déplacer vers l’extrémité 3’ de 
l’ARNm, jusqu’à la rencontre du codon d’initiation AUG. La localisation correcte du codon 































déroulement de la structure sous forme de tige-boucle, situé dans le 5’UTR de l’ARNm, par 
l’hélicase eIF-4A (la troisième sous-unité d’eIF-4F).  
 
 
Figure 17 : Mécanisme générale d’initiation de la traduction initiée par la coiffe. La sous-unité 
ribosomal 40S est recrutée pour l’initiation de la traduction en liant le complexe ternaire formé de 
eiF2, l’ARNtmet et le GTP formant ainsi le complexe de pré-initiation 43S. Celui-ci est recruté au 
niveau de la coiffe 5’ de l’ARNm via l’interaction avec le facteur eiF-4 qui se lie sur la coiffe. Le 
complexe 43S commence alors a balayé la région 5’UTR jusqu’à la rencontre du premier codon 
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Reconnaissance du AUG 




1. 2  Les ARN de transfert  
 
Durant l’étape de balayage de la région 5’UTR par la sous-unité 40S, le premier codon 
rencontré dit initiation de la traduction, porte le codon correspondant à l’acide aminé 
méthionine. L’ARN de transfert initiateur dit ARNtimet, joue un rôle crucial dans la cellule. Sa 
principale fonction est de lire le codon d’initiation, permettant ainsi au ribosome initié de 
commencer la traduction dans une localisation correcte. Ce début d’étape de l’initiation de la 
traduction est critique car si l’ ARNtMet reconnaît une localisation incorrecte d’initiation de la 
traduction, cela peut engendrer une synthèse protéique aberrante ayant des conséquences 
graves pour la cellule. De plus, la disponibilité des ARNts est une étape limitante pour la 
traduction, en effet, chez la levure, il a été montré qu’une modeste surexpression de l’ARNt 
résultait d’une importante augmentation du taux de traduction, engendrant ainsi l’induction de 
tumeurs chez la souris (Francis et al ; 1990, Marshall et al ; 2008). 
L’ARNt peut accomplir plusieurs rôles en fonction de son interaction avec d’autres 
partenaires protéiques. En effet, il peut être à l’origine de réactions chimiques, en 
interagissant avec des enzymes dites amino-acyl-ARN synthétases. Par exemple, avec l’ARNt 
méthionyl synthétase, catalyse l’aminoacylation des méthionines, chez les bactéries et les 
organelles eucaryotiques, il catalyse aussi la réaction de formylation de méthionine avec 
l’ARNt methionyl-transférase, il interagit également avec de nombreux facteurs d’initiation et 
des ribosomes. L’ARNt est le seul à lier le site P du ribosome durant le cycle traductionnel 
mais également les facteurs d’élongation (EF-tu chez la levure, eEIF-A chez les eucaryotes). 
De plus, l’ARNt methionyl initiateur doit se distinguer des autres ARNt, tel que l’ARNt 
methionyl élongateur, qui contribue à l’ajout de résidus de méthionine durant l’élongation de 
la chaine peptidique contrairement aux mitochondries de mammifères, où il n’existe qu’un 
seul ARNt portant la méthionine servant à la fois d’initiateur et d’élongateur (Takeuchi et al ; 
2001). 
En plus de l’ARNt initiateur, nous avons vu que le recrutement de facteurs d’initiation 
correspond à une étape majeur de la traduction. 
 
1. 3  Les facteurs d’initiation de la traduction 
 
L’initiation de la traduction requiert au moins 12 facteurs d’initiation. L’ARNt initiateur 
aminoacétylé est livré au site P du ribosome sous forme d’un complexe ternaire (TC) avec le 




des facteurs eIF-1, eIF-1A, et eIF-3, formant ainsi le complexe de pré-initiation 43S (PIC). Le 
PIC peut enfin se lier à l’extrémité 5’ de l’ARNm, facilité par eIF-3, eIF-4F et PABP (Figure 
17). Ainsi le PIC est prêt pour balayer le messager jusqu’à la rencontre du codon d’initiation. 
Les facteurs impliqués dans la reconnaissance de ce codon sont : 
- eIF-1 qui facilite la liaison du complexe ternaire (TC), dissocié du complexe 43S après 
la sélection du codon AUG. Il régule le relarguage du phosphate d’eIF-2 après hydrolyse 
du GTP par eIF-5. 
- eIF-1A qui facilite la liaison du TC, interagit avec eIF-5 pour la sélection du codon    
AUG. 
 - eIF-2, facteur associé à une molécule de GTP, qui lie l’ARNt pour former le TC. Ce 
complexe livre l’ARNt à la sous-unité 40S. L’hydrolyse du GTP devient irréversible au 
moment de la reconnaissance du codon d’initiation AUG. 
       - eIF-3,  complexe composé de 11 sous-unités (p170, p116, p110, p66, p44, p48, p47, 
p40, p36, p35 et p28) interagit avec de nombreux eIFs. Il facilite le chargement de 
l’ARNm sur le complexe 43S. 
 -eIF-4G : protéine centrale du complexe eIF-4F qui lie la coiffe 7-methyl-G. 
 -eIF-5 : protéine GTPase activatrice d’eIF-2. Son interaction avec eIF-1A est importante   
pour la sélection du codon AUG. 
 
2. Assemblage du ribosome 80S 
 
Au niveau du codon d’initiation, l’hydrolyse du GTP porté par eIF-2 est réalisée par le facteur 
eIF-5 (Lee et al ; 2002, Shin et al ; 2002) (Figure 18). Cette hydrolyse induit un changement 
conformationnel permettant ainsi la libération du complexe eIF-2/GDP de la sous-unité 
ribosomique 40S et la dissociation du complexe de pré-initiation au niveau du site A 
(aminoacyl) de liaison de l’ARNtmet. La sous-unité ribosomique 60S rejoint alors le complexe 
de pré-initiation avec la participation du facteur eIF-5B et l’ARNtmet, se place au niveau du 
site P (peptidyl-transferase) du complexe ribosomique 80S nouvellement formé (Pestova et 
al ; 2000). La synthèse peptidique peut alors commencer (pour revue : Pestova et al ; 2001, 
Roll-Mecak et al ; 2001). L’interaction entre les facteurs eIF-1A et eIF-5B joue un rôle à la 
fois dans l’initiation de la traduction, en stabilisant la liaison de l’ARNtmet sur le site P du 



























Figure 18 : Représentation des étapes de recrutement et de formation du complexe 
ribosomal 80S. Au niveau du codon d’initiation, l’hydrolyse du GTP porté par eIF-2 est réalisée par 
le facteur eIF-5 (Lee et al ; 2002, Shin et al ; 2002) (Figure 18). Cette hydrolyse induit un changement 
conformationnel permettant ainsi la libération du complexe eIF-2/GDP de la sous-unité ribosomique 
40S. La sous-unité ribosomique 60S rejoint alors le complexe de pré-initiation avec la participation du 
facteur eIF-5B pour former le complexe ribosomale 80S. 
 
 
3. Interaction entre la coiffe et la queue poly (A) 
 
Depuis le début des années 90, la queue poly(A) s’est montrée nettement stimulatrice du 
processus traductionnel (pour revue : Jacobson et Peltz ; 1996, Sachs et al ; 1997). Dans 
l’ovocyte de xenope, l’addition de la queue poly(A) stimule la traduction. La mutation du 
signal de polyadénylation ou la modification chimique de l’extrémité 3’ du messager inhibe 
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sont traduits avec une efficacité 20 fois supérieure à celle de leurs homologues non 
polyadénylés (Galili et al ; 1988). Des mutants de S. cerevisiae ont montré la nécessité de la 
présence de protéine liant la queue poly(A), PABP, pour une traduction efficace (Tarun et 
Sachs ; 1995). Des expériences ont montré plus spécifiquement le rôle de la queue poly(A) 
dans le recrutement de la sous-unité ribosomique 60S au contact du messager (Sachs et 
Davis ; 1989, Munroe et Jacobson ; 1990). 
L’ARNm possède la propriété de se circulariser du fait de la jonction entre la coiffe et la 
queue poly(A) (Figure 19B). En effet, les facteurs d’initiation eIFs (eIF-4E, eIF-4G et la 
PABP permettent de circulariser l’ARNm au cours de la traduction (Preiss et Hentze ; 1998, 
Wells et al ; 1998). La PABP contient 4 domaines de liaison à l’ARNm (RRM) (Figure 19A). 
Les deux premiers domaines lient le complexe eIF-4G. Il a été également montré qu’une autre 
protéine, la PAIP-1 (PABP interacting protein 1) stimule la traduction coiffe-dépendante 
(Craig et al ; 1998). Celle-ci présente la caractéristique de posséder une homologie avec le 
domaine central de eIF-4G.  Il existe une seconde isoforme, PAIP-2 (PABP interacting 
protein2) qui présente à l’inverse, une activité inhibitrice de la traduction de part son 
interaction avec les RRM 2 et 3 de la PABP, ce qui diminue l’affinité de la PABP pour la 




























     
  
Figure 19 : Le rôle de PABP et de la queue poly(A) durant la traduction. A : PABP est constituée 
de quatre domaines RRM et d’un domaine PABC au niveau C-terminal. EIF4-G et la queue poly (A) 
reconnaissent le domaine RRM1 et RRM2. Paip2 reconnait le domaine RRM2 et RRM3 mais 
également le domaine PABC. Ainsi en se liant à ces différents domaines, Paip2 peut désorganiser la 
liaison de PABP à la queue poly (A) et ainsi inhiber la traduction. Paip1 lie les domaines RRM1 et 
RRM2. B : Le recyclage des ribosomes est facilité par la circularisation de l’ARNm dû à l’interaction 
de la queue poly (A) et de la coiffe par l’interaction entre PABP et le complexe eiF4F.  (Pour revue : 































4. L’élongation de la traduction 
 
Le ribosome est composé d’une grande et petite sous-unité, 50S et 30S, chez les procaryotes,  
60S et 40S chez les eucaryotes. Malgré cette différence de taille, les sites  fonctionnels des 
ribosomes sont hautement conservés. Ils possèdent, en plus, trois sites nommés : A 
(aminoacyl), P (peptidyl transférase), E (Exit). Le cycle d’élongation durant la traduction 
correspond à la formation de la chaine polypeptidique par ajout d’un nouvel acide aminé. 
C’est un processus à multiples étapes répétitives comprenant la sélection de l’ARNt 
aminoacyl, la formation du lien peptidique, et la translocation de l’ARNm et de l’ARNt. Lors 
de l’initiation de la synthèse des protéines, les sous-unités ribosomales, l’ARNt (Met-
ARNtimet), l’ARNm, sont portées ensemble, guidés par les facteurs d’initiation, pour former un 
ribosome compétent pour l’élongation. Une fois ce complexe d’initiation formé, le premier 
cycle d’élongation peut commencer avec l’incorporation du premier ARNt aminoacyl dans le 
ribosome. A ce moment là, l’ARNt aminoacyl est dans le complexe ternaire avec le facteur 
d’élongation eEF-1A et le GTP. Quand le codon-anticodon est reconnu par le ribosome, un 
signal est transmis à eEF-1A qui cible l’hydrolyse du GTP et par conséquent entraîne la 
dissociation d’eEF-1A du ribosome. Après la formation de l’attachement du peptide, le 
ribosome pré-translocationel résultant, contient un ARNt-peptidyl et un ARNt-deacylé dans le 
site P. Le concerté mouvement précis ARNm-ARNt est essentielle pour la traduction, ainsi 
une erreur dans ce processus résulterait de la perte du cadre de lecture.  
Toute ces trois étapes du cycle d’élongation, le décodage, le transfert du peptide lié, la 
translocation, sont répétées jusqu’à ce que la séquence complète de l’ARNm soit lue et qu’un 
codon stop marquant la terminaison soit vu par le centre de décodage de la petite sous-unité 
ribosomique. 
 
5. La terminaison de la traduction 
 
Durant la traduction de l’ARNm, la protéine nouvellement synthétisée est relarguée à partir 
du ribosome, ainsi lors de la translocation, le site A ribosomique est placé au niveau du codon 
stop. Chez les eucaryotes supérieurs, les facteurs de relarguage du polypeptide (eRF) 
gouvernent l’hydrolyse du dernier ARNt-peptidyl dans les ribosomes avec le relarguage de la 
chaîne polypeptidique naissante en présence des codons stop (UUA, UGA, UAG, et GTP) 
(pour revue Caskey ; 1980, Craigen et al ; 1990). Il existe chez les eucaryotes un seul facteur 




facteur de relarguage de la superfamille des GTPases participe à la terminaison. Chez les 
eucaryotes, le facteur essentiel est le eERF-3 qui forme un complexe avec eERF-1 et stimule 
l’hydrolyse du ARNt-peptidyl, une fois que le complexe ternaire eERF-1/eERF-3/ribosome 
est formé (Stansfield et al ; 1995a, Zhouravleva et al ; 1995, Frolova et al ; 1996). Le peptide, 
l’ARNt déacylé puis l’ARNm sont alors relargués du ribosome (pour revue : Inge-Vechtomov 
et al ; 2003).  
 
6. Le recyclage des composants de la traduction. 
 
Après le relarguage, les différents facteurs de la traduction vont pourvoir initier un nouveau 
cycle traductionnel. Seul eERF-1A et eIF-2 subissent une modification avant de pouvoir être 
utilisés à nouveau. En effet, la molécule de GDP qui leur est associée, doit être remplacée par 
une molécule de GTP via l’intervention de facteurs d’échanges eEIF-1B et eEIF-2B (Carr-
Schmid et al ; 1999). La dissociation des ribosomes est favorisée par eIF-3 et eEIF-1A 
(Chaudhuri et al ; 1999), empêchant également la réassociation des deux sous-unités par 
encombrement stérique (Goumans et al, 1980). 
 
Durant les conditions de stress, la cellule a du mettre en place plusieurs systèmes de 
régulation de la traduction qui veille au bon fonctionnement de ces différents mécanismes à 
fin de mener à bien l’expression génique des différentes protéines. 
 
II : LA REGULATION DE LA TRADUCTION 
 
Tous les organismes vivant doivent répondre et se défendre contre différents stress 
environnementaux. Ceci incluent le choc thermique (Ritcher et al ; 2010), l’hypoxie ou le 
stress oxydatif (Majmundar et al ; 2010), la carence en nutriment (Sengupta et al ; 2010), et 
les dommages à l’ADN (Ciccia et Elledge ; 2010). La capacité à répondre rapidement à de tels 
changements, dans l’environnement cellulaire, est essentielle pour leur survie, et le nombre de 
stratégie pour échapper à ces menaces est important. Beaucoup de processus cellulaires 
impliquent des réactions de catalyses par des protéines, ceci est vital pour la cellule pour 






1. Mécanisme du contrôle de la traduction 
 
1.1  Contrôle global : Régulation via les facteurs d’initiation 
 
La nature complexe de l’initiation de la traduction chez les eucaryotes offre de nombreuses 
cibles pour sa régulation. Parmi ces mécanismes de régulation, nous trouvons la modulation 
de l’état de phosphorylation des facteurs d’initiation de la traduction (eIFs) par des kinases et 
des phosphatases liées au stress. 
 
1.1.1 Régulation par phosphorylation  
 
i)  Le facteur d’initiation eIF-2 
 
Un des mécanismes les plus communément utilisés pour l’inhibition globale de la traduction, 
lors d’un stress, est la phosphorylation du facteur d’initiation eIF-2. Ce facteur est composé de 
trois sous-unité (,,) et c’est au niveau de la sérine 51(Ser 51) de la sous-unité  que se 
produit la phosphorylation (Hinnebusch et al ; 2007). Cette phosphorylation peut être dirigée 
par quatre kinases tel que la protéine kinase HCR (Hemin controlled repressor kinase) en 
réponse en une déficience en hème observée dans les réticulocytes (Clemens 1996), chez la 
levure, par la kinase GCN2 en réponse à un ARNt non chargé (Hinnebusch 1996),  par la 
protéine kinase PKR (Protein Kinase Regulated) en réponse à un ARN double brin (Clemens 
1996), mais également par son homologue la kinase PERK (PKR-like Endoplasmic 
Reticulum Kinase) lors du stress du réticulum endoplasmique. La phosphorylation de eIF-2 
n’inhibe pas son activité mais empêche son recyclage par le facteur d’échange GTP/GDP, 
eIF-2B (Clemens 1996). En effet le recyclage d’eIF-2-GDP en eIF-2-GTP est requis pour le 
prochain cycle d’initiation de la traduction (Merrick 1992). L’interaction de eIF-2 
phosphoryleé avec le facteur de recyclage eIF2-B forme un complexe stable dans lequel le 
GDP lié ne peut plus être échangé en GTP (Rowlands et al ; 1998,  Dholakia et Whaba ; 1989, 
Kimball et al ; 1998). Comme eIF-2 est normalement en excès par rapport à eIF-2B, ceci 









Figure 20. Mécanismes d’inhibition de la traduction par phosphorylation d’eIF2. La 
phosphorylation du facteur d’initiation de la traduction Eif2 est provoquée lors d’un stress cellulaire 
tel que le dommage à ADN, une carence en sérum, un choc thermique, l’hypoxie ou un stress oxydatif. 
Ceci déclenchant l’activation de protéines kinases tel que PERK, PKR, GCN2 amenant ainsi le 
blocage de la formation du complexe ternaire de pré-initiation 43S. Eif4e peut être inhibée par 
l’activation de voies de signalisation tel que mTOR, protéine kinase qui phosphoryle 4EBP permettant 
ainsi la séquestration d’Eif4e et donc le blocage de la fixation de celle-ci sur la coiffe mais également 
phosphoryle SK6 laquelle phosphoryle eIF-4B. 
 
ii) Le facteur de liaison à la coiffe eIF-4E 
 
Un second mécanisme utilisé chez les eucaryotes pour le contrôle de la traduction implique la 
reconnaissance de la coiffe par eIF4-F. Le complexe eIF4-F, comprend comme nous l’avons 
vu précédemment eIF4-A, eIF-4E et eIF-4G, l’interaction entre ces deux dernières protéines 
peut être inhibée par les protéines 4E-BP capable de séquestrer eIF-4E mais aussi par la 
phosphorylation d’eIF-4E par des kinases.  
eIF-4E, protéine de liaison à la coiffe des ARNm, est un facteur limitant pour la traduction et 
apparaît être un régulateur critique pour la croissance cellulaire, le développement (pour revue 
Flynn et Proud 1996, Sonenberg 1996, Morley ; 1997). La surexpression d’eIF4-E induit la 
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croissance, la transformation de cellule aberrante mais également la formation de tumeurs 
observées chez les souris nudes (pour revue Sonenberg 1996). De plus, un niveau élevé 
d’eIF4-E a été observé dans plusieurs tumeurs issues de lignées cellulaires transformées 
(Miyagi et al ; 1995). Une augmentation du niveau d’eIF-4E phosphorylé corrèle avec une 
augmentation de la traduction durant la maturation d’ovocytes dans le Zebrafish (Xu et al 
1993), Xenope (Morley et Pain ; 1995a), et dans les ovocytes de souris (Gavin et Schorderet-
Slatkine ; 1997). In vivo, la phosphorylation d’eIF-4E au niveau de la sérine 209 se produit en 
réponse à des facteurs de croissance, hormones, et facteurs mitogènes (pour revue Sonenberg 
1996). Inversement, sa déphosphorylation est provoquée suite à une carence en sérum, une 
infection virale, et un choc thermique. La phosphorylation de la sérine 209 se fait par de 
nombreuse protéine kinase tel que, in vivo, la kinase C et la kinase appartenant à la cascade de 
signalisation de la voie des MPA-kinase, Mnk1. (Flynn et Proud ; 1996 ; Sonenberg ; 1996, 
Morley ; 1997). La phosphorylation d’eIF-4E augmente son activité, car accroît son 
interaction avec le complexe 43S de pré-initiation (Joshi-Barve et al ; 1990). Cependant, une 
grande proportion d’eIF-4E phosphorylé n’est pas liée aux ARNm (Rau et al ; 1996). En plus 
de son état de phosphorylation, il a été également décrit que le niveau limitant d’eIF-4E 
régule la traduction en générant une compétition des ARNm pour la machinerie de la 
traduction (Hiremath et al ; 1985, Duncan et al ; 1987). Quand eIF-4E et par conséquent eIF-
4F sont limitants, les ARNm présentant un 5’UTR structuré sont beaucoup plus faiblement 
traduit (Pelletier et Sonenberg 1985). L’augmentation de la disponibilité d’eIF-4F résultera en 
une augmentation de la déstructuration des structures secondaires du 5’UTR par l’activité 
hélicase d’eIF-4A. De plus, dans les cellules de mammifères, la surexpression d’eIF-4E 
engendre une meilleure efficacité de la traduction d’ARNm rapporteurs contenant un 5’UTR 
long et structuré (Koromilas et al ; 1992a). L’importance d’eIF-4E dans la régulation de la 
croissance des cellules est illustrée par sa connexion avec ras (Lazaris-Karatzas et 
Sonenberg ; 1992). Plusieurs approches montrent que ras est un activateur en amont d’eIF-4E 
(Frederickson et al 1992). Par exemple, la surexpression de ras peut augmenter la 
phosphorylation d’eIF-4E en l’absence de stimulus extracellulaire. Pourtant ras apparaît aussi 
être en aval d’eIF-4E : la surexpression d’eIF-4E augmente l’activité de ras et la capacité 
transformante d’eIF-4E est présentée par le blocage de l’activation de ras (Lazaris-Karatas et 
al ; 1992). Ces datas suggèrent une boucle de rétrorégulation : Ras active la phosphorylation 
d’eIF-4E, laquelle amène à l’augmentation de la traduction de facteurs de croissances qui sont 
sécrétés, se lient à leurs récepteurs au niveau de la surface cellulaire, et induisent par 




similaire peut expliquer l’induction mésodermique causée par la surexpression d’eIF-4E dans 
les ovocytes de Xénope, car ce processus peut être inhibé par la co-expression d’un dominant 
négatif ras mutant (Klein et Melton ; 1994). Chez la levure, cependant, la surexpression 
d’eIF-4E est sans effet prononcé et n’augmente pas la traduction des ARNm comportant un 
5’UTR structuré (Lang et al ; 1994). 
Le mécanisme proposé pour cette boucle de rétrorégulation est que la surexpression d’eIF-4E 
amènerait à l’activation de la  traduction d’ARNm codant pour des facteurs de croissance et 
protéines mitogéniques, qui possèdent pour la plupart des 5’UTR riches en structures 
secondaires. Effectivement, la traduction de nombreux ARNm cellulaires en réponse à une 
augmentation d’eIF-4E a été observée, codant pour différentes protéines contrôlant la 
croissance comme la cyclinD1, l’ornithine decarboxylase et la protéine p23 (Rosenwald et al ; 
1993, Shantz et Pegg ; 1994, Brommer et al ; 1994).   
 
iii) Les protéines de liaision à eIF-4E: les 4E-BP. 
 
L’activité d’eIF-4E peut être modulée par des interactions avec d’autre protéines régulatrices, 
désignées sous le nom de eIF-4EBP 1 ou (PHAS-1), eIF-4EBP2 (Pause et al ; 1994a) et eIF-
4EBP 3. En effet, l’utilisation d’eIF-4E comme sonde dans des expériences de far Western a 
permis l’isolement de deux ADNc codant des protéines de 12 kDa présentant 56% 
d’homologie. En interagissant au niveau du domaine de liaison d’eIF-4E avec eIF-4G, 4E-
BP1 et 4E-BP2 préviennent l’association d’eIF-4E avec eIF-4G et régulent la formation du 
complexe eIF-4F (Haghighat et al ; 1995). Dans des conditions de stress tel que la carence en 
sérum et le choc thermique, 4E-BP1 est déphosphorylée et séquestre eIF-4E (Figure 19), la 
traduction coiffe-dépendante devient alors globalement limitante (pour revue Flynn et Proud ; 
1996, Sonenberg ; 1996, Lawrence et Abraham ; 1997). Les effets de l’activité de 4E-BP1 
peuvent avoir des répercussions beaucoup plus sévères sur un ensemble d’ARNm spécifiques 
contenant des structures secondaires au niveau de leur région 5’UTR. La phosphorylation de 
4E-BP1 par la voie de la protéine kinase mTor/FRAP, activée par la sensibilité à un 
immunosuppresseur, la rapamycine, amène à sa dissociation avec eIF-4E (pour revue 
Lawrence et Abraham ; 1997). De récentes évidences ont montré que l’activité de mTOR 
phosphoryle directement 4E-BP1 (Brunn et al ; 1997). Une seconde protéine, 4E-BP2, paraît 
partager les mêmes propriétés de 4E-BP1 (Pause et al ; 1994a) mais présente un profil 
d’expression différent en fonction des tissus. 4E-BP1 est exprimée fortement dans le muscle 




L’invalidation du gène 4E-BP1 induit une augmentation du métabolisme global et une 
diminution de la masse graisseuse des souris (Tsukiyama-Kohara et al ; 2001). 4E-BP2 est 
exprimé de façon ubiquiste et à des niveaux similaires (Tsukiyama-Kohara et al.1996). Quant 
à 4E-BP3, elle semble avoir une distribution tissulaire limitée (Poulin et al ; 1998). 
Les voies de signalisation jouent un rôle critique dans la régulation de la traduction. En effet 
comme nous venons de le voir, certaines kinases participent à la phosphorylation de facteur 
d’initiation de la traduction de certains ARNm. mTor est une des kinases critiques qui fait 
partie de la voie de signalisation PI3K/Akt, en effet elle phosphoryle 4E-BP et est une cible 
chez les mammifères, de l’effet inhibiteur de la rapamicine. Elle est de plus, responsable 
directement ou indirectement de la phosphorylation de plusieurs substrats, lesquels sont en 
relation avec la traduction, incluant eIF-4G, la kinase S6 (S6Ks), laquelle phosphoryle eIF-4B 
sur la sérine 422 pour augmenter son interaction avec eIF-3 (Holz et al ; 2005), et la kinase du 
facteur d’élongation eEF2K. S6K phosphoryle elle aussi Pdcd4, lequel est un suppresseur de 
tumeur qui lie et inhibe l’activité eIF-4A (Yang et al ; 2003). La phosphorylation de Pdcdp4 
amène à son ubiquitination et sa dégradation au niveau du protéasome (Dorello et al ; 2006). 
Une autre voie majeure de signalisation qui a un impact important dans la traduction est la 
voie MAPK/RAS, elle est responsable de la phosphorylation d’eIF-4A et eIF-4B au niveau de 
la sérine Ser 422, site de phosphorylation de S6K (Holz et al ; 2005). 
 
2. Régulation de la traduction des ARNm par des éléments en cis 
 
2.1 Les cadres de lectures amonts : uORFs 
 
La majorité des ARNm eucaryotiques possèdent un 5’UTR d’une taille de 20 à 100 
nucléotides (Kozak 1987a). Lors de test expérimentaux, il a été observé que des ARNm 
rapporteurs contenant un 5’UTR très court de moins de 12 nucléotides présentent une 
traduction très peu efficace au niveau du premier AUG, ceci attribuée à un mauvais 
recrutement du complexe de pré-initiation 43S car le ribosome 40S recouvre une longueur de 
40 nucléotides  et il est nécessaire d’avoir au moins 25 nucléotides en amont de l’AUG pour 
que le 80S puisse se former (Sedman et al ; 1990, Kozak ; 1991c). Une augmentation de la 
longueur du 5’UTR peut dans ce cas augmenter l’efficacité de la traduction, ceci est souvent 
décrit comme l’étape de préchargement (Kozak ; 1991b). D’autre part, certains ARNm 
cellulaires avec un 5’UTR inhabituellement long sont faiblement traduits du fait de la 




uORF (upstream Open Reading Frame), et/ou de structures secondaires (Kozak ; 1987a, 
1991a). Ceci apparaît être spécifiquement commun aux ARNm codant pour des proto-
oncogènes, facteurs de transcription, facteurs de croissance et récepteurs (Kozak ; 1987a, 
1991a), dont la traduction doit être strictement contrôlée. 
Les uORFs présent dans le 5’UTR peuvent moduler la traduction du cadre de lecture principal 
(ORF). Beaucoup d’informations sur la fonction des uORFs ont été obtenues à travers des 
études faites chez la levure sur l'ARNm de GCN4. GCN4 est un facteur de transcription qui 
contrôle l’expression de nombreux gènes impliqués dans la biogénèse des acides aminés. 






Figure 21 : Représentation du gène de GCN4 contenant les 4 uORFs. 
 
Ces uORFs fonctionnent ensemble pour réguler la traduction de l’ARNm de GCN4, en 
réponse à une carence en acide aminé (Hinnebusch 1996). Selon le mécanisme du balayage 
des ribosomes, le premier AUG rencontré par la machinerie de traduction est sélectionné 
comme le site d’initiation (Kozak 1983, 1987a).  Les uORFs et les uAUGs peuvent moduler 
l’initiation à partir du principal ORF simplement en exploitant cette polarité. Les uORFs, 
aussi, peuvent indiquer un site de terminaison avant l’ORF principal, permettant ainsi un 
degré de ré-initiation et donc sont moins inhibiteurs que les uAUG (Kozak 1984b, Liu et al ; 
1984). La traduction de l’ORF principal des ARNm contenant des uORFs se produit selon 
deux mécanismes : (1) Mécanisme dit de balayage de fuite (leaky scanning) c'est-à-dire si le 
complexe traductionnel rencontre une séquence uAUG laquelle ne contient pas complètement 
la séquence consensus A/GCCATGG (séquence Kozak) celui-ci échoue dans l’initiation de la 
traduction à partir de cet uAUG et continue son balayage jusqu’à la rencontre d’un autre 
AUG. (2) Mécanisme dit de ré-initiation. Plus surprenant, la fréquence avec laquelle le 
balayage est repris, peut être modulé par un uORF codon stop et des séquences en aval, au 
moins chez la levure (Miller et Hinnebusch ; 1989). La reprise du balayage peut être affectée 
par la longueur de l’uORF, bien que ceci n’ait jamais été systématiquement testé. De plus, les 
uORFs situés à proximité de l'ORF principal sont plus inhibiteurs, en raison peut-être du 




temps insuffisant pour qu’un complexe d’initiation de réassemblage complet se forme 
(Kozak ; 1987b). 
Dans certains cas, les peptides codés par les uORFs contribuent à l’inhibition  traductionnelle 
de l’ORF en aval. Comme exemple, le contrôle traductionnel de la S-adenosylmethionine 
decarboxylase (AdoMet), en réponse au niveau de polyamine, est régulé de cette manière. La 
traduction de uORF de l’ARNm AdoMet donne la production d’un hexapeptide MAGDIS 
(Hill et Morris ; 1993). Un nombre de mutation, qui altère la séquence de ce peptide, 
augmente la traduction de l’ORF principal, ce qui n’est pas le cas pour ceux qui préservent le 
peptide. Plus surprenant, le peptide de l’uORF n’inhibe pas la traduction en Trans, amenant 
au modèle selon lequel le peptide naissant positionne le ribosome, prévenant ou retardant la 
terminaison (Hill et Morris ; 1993, Geballe et Morris ; 1994). Une diminution de la 
concentration en polyamine peut désorganiser l’interaction entre le peptide et la machinerie 
traductionnelle, permettant la traduction de l’ORF principal de se faire (Ruan et al ; 1996). 
Cependant, les mécanismes de répression et de dé-répression n’ont pas été encore élucidés. 
D’autre exemples concernant cette stratégie de régulation incluent les ARNm de la protéine 
CPA1 chez la levure (Werner et al ; 1987, Delbecq et al ; 1994), du récepteur 2 adrénergique 
(Parola et Kobilka ; 1994) du récepteur 2 de l’acide rétinoïque de souris (Reynolds et al ; 
1996), et du transcrit gp48 du cytomégalovirus humain (Schleiss et al ; 1991, Degnin et al ; 
1993). 
La présence d’un uORF dans un 5’UTR ne génère pas nécessairement une inhibition de la 
traduction de l’ARNm. Par exemple, l’ARNm du PDGF2 contient trois uORFs (Rao et al ; 
1998), mais c’est la présence d’une structure secondaire dans le 5’UTR qui cause sa faible 
traduction. Les uORFs peuvent occasionnellement avoir un effet stimulateur sur la traduction, 
comme dans le cas du premier des quatre uORFs de l’ARNm GCN4 chez la levure (Figure 
22). L’uORF-1 stimule la traduction de l’ORF principal, en diminuant la fréquence de 








Figure 22 : Représentation du mécanisme de régulation de la traduction ARNm GCN4. GCN4 
contient 4 uORFs (1-4). Sous des conditions suffisantes en acide aminé, la ré-initiation par les 
ribosomes se produit plus fréquemment après chaque uORFs. Par contre lors d’une baisse en acide 
aminé, eiF2 est phosphorylé, diminuant ainsi la formation du complexe de pré-initiation 43S. Ce qui 
a pour conséquence l’inhibition de la traduction de l’ORF principal car la petite sous-unité n’est pas 
rechargée 
 
L’uORF peut aussi jouer un rôle dans le chevauchement et la modification des structures 
secondaires en facilitant la formation du complexe 80S ribosomal en amont de l’aire 
structurée (Dominguez et al ; 1998). C’est le cas du gène de levure cat-1 (cationic amino acid 
transporter 1) impliqué dans le transport des AA arginine et lysine. La traduction de l’uORF 
(48AA) de CAT-1 active la traduction de l’ORF principale par un mécanisme indépendant de 
la coiffe en dépliant une structure inhibitrice dans le 5’UTR de l’ARNm, entraînant un 
changement conformationel qui rend l’IRES actif. Dans ces conditions de privation des acides 
aminés, il y a stimulation de l’activité IRES de Cat-1. L’augmentation de cette activité dépend 
de la phosphorylation d’eiF2 par la kinase GCN2 et de manière indirecte, la traduction de 
l’uORF (la phosphorylation d’eiF2 se produit pendant la première heure de privation en AA, 
alors que la traduction IRES-dépendante se produit entre 6h et 12h après la carence (Yaman et 





















2. 2  Régulation via les sites alternatifs d’initiation 
 
Il existe dans certains ARNm des codons initiateurs AUG ou non-AUG alternatifs 
(essentiellement CUG, GUG ou ACG) situés en amont du codon AUG principal (Péri et 
Prandey ; 2001). L’utilisation de plusieurs codons d’initiation de la traduction sur un même 
messager permet l’expression de plusieurs protéines à partir d’un même gène et contribue à la 
diversité protéique. L’initiation à un AUG qui n'est pas le premier codon initiateur rencontré 
peut être le résultat d'une "fuite" lors du balayage, due à un contexte peu favorable de ce 
codon initiateur ou à sa caractéristique d'être un codon-non canonique moins efficacement 
reconnu (Kozak). La présence d'un IRES, qui fait l’étude d’une partie intégrante de ma thèse 
et qui sera longuement discutée dans la prochaine partie (Partie III), peut aussi permettre 
l'initiation à un codon initiateur interne. 
Souvent, les codons alternatifs sont situés dans la même phase de lecture que le codon ce qui 
donne naissance à plusieurs isoformes du produit du gène, comportant des domaines N-
terminaux supplémentaires (pour FGF2 ou Mo-MuLV: Prats et al ; 1989a). D’autre exemple 
de ce type d’ARNm bifonctionnel existe, tel que la pim-1, protéine kinase, chez la souris 
(Saris et al ; 1991), la protéine OSKAR (Markussen et al ; 1995), des facteurs de transcription 
tel que c-myc, N-myc, L-myc humain (Hann et al ; 1988, 1992) mais également des hormones 
comme la pro-insuline de poulet (Hernandez-Sanchez et al ; 2003, pour revue Touriol et al ; 
2003). 
 Le FGF2 est un exemple particulièrement frappant de l'intérêt du processus d'initiation 
alternative avec 5 codons initiateurs en phase, dont quatre codons CUG, qui donnent 
naissance à des protéines de localisation nucléaire ou cytoplasmique, avec des capacités 
distinctes d'immortaliser ou de transformer les cellules (Florkiewicz et Summer, 1989, Prats et 
al ; 1989b, Bugler et al, 1991). Un autre membre de la famille FGF, Int-2 ou FGF3, impliqué 
lors du développement embryonnaire de la souris, possède un ARNm présentant deux codons 
initiateurs AUG et un codon alternatif CUG pour synthétiser la protéine avec une extrémité 
N-terminal plus longue (Acland et al ; 1990). La protéine produite à partir du codon CUG est 
ciblée au niveau du noyau, alors que la protéine produite à partir du codon initiateur principal 
AUG fait la navette à travers le réticulum et le Golgi (Acland et al ; 1990). Un autre système 
intéressant comportant deux codons AUG alternatifs est celui de la protéine LIP (liver-
enriched transcriptional inhibitor protein) et LAP (Liver-enriched transcriptional activator 
protein) qui sont deux excellents exemples de ce type de contrôle traductionnel (Descombes et 




L’ARNm qui code pour LAP donne lieu aussi à une seconde protéine beaucoup plus courte 
LIP, qui est la conséquence du mécanisme de balayage en fuite du codon initiateur AUG. LIP 
ne contient pas de domaine activateur transcriptionnel et donc par conséquent empêche 
l’activité de LAP par occlusion du promoteur (Descombes et Schiber ; 1991). De plus, durant 
le développement post-natal, un changement dans le rapport LAP/LIP coïncide avec la 
fonction de LPA dans la différentiation terminale du foie. L’utilisation de la réaction de 
balayage en fuite, pour produire plus de protéine à partir d’un simple ARNm, n’est pas limitée 
à l’utilisation du codon alternatif AUG.  
 
Les effets des uORFs et AUG codons alternatifs, peuvent varier selon le type de cellule et 
durant la différenciation (Descombes et Sciblet ; 1991, Lin et al ; 1993). La régulation de 
l’activité des facteurs d’initiation peut jouer un rôle dans l’influence de la reconnaissance du 
codon AUG et/ou du taux de ré-initiation.  
 
3. Les structures secondaires de l’ARNm 
 
3.1  Les structures stables 
 
Les effets inhibiteurs de structures secondaires, introduites dans les régions 5’UTR des 
ARNm, dépendent de leur stabilité, de leur position et peuvent être mis en valeur par deux 
mécanismes (Pelletier et Sonenberg ; 1985a, Kozak ; 1986a, 1989a). Premièrement, une coiffe 
proximale, avec une structure modérément stable, bloque l’accès du complexe de pré-
initiation 43S (Kozak ; 1989a) et les facteurs d’initiation eIF-4A, eIF-4B sur l’ARNm 
(Pelletier et Sonenberg ; 1985b, Lanwson et al 1986). Cependant, in vitro, l’introduction 
d’une structure en tige-boucle de stabilité modérée (-30kcal/mol) à proximité de la coiffe d’un 
ARNm (pas plus de 12 nucléotides) est insuffisante pour inhiber la traduction en empêchant le 
recrutement du complexe 43S par encombrement stérique. Insérée à 52 nucléotides de la 
coiffe, la même structure n’a aucun effet sur le recrutement du complexe 43S et donc sur 
l’initiation de la traduction (Rogers et al ; 1999, Svitkin et al ; 2001). En revanche, une 
structure plus stable (-70 kcal/mol) à 71 nucléotides de la coiffe inhibe le balayage du 
ribosome du fait de l’incapacité à dérouler cette structure très stable (Kozak ; 1989a). C’est le 
cas des messagers codant pour des proto-oncogènes, des facteurs de transcription, des facteurs 
de croissances mais aussi pour leur récepteurs ont été rapportés comme étant faiblement 




L’ornithine décarboxylase (OCD), impliquée dans la synthèse de polyamines, est requise pour 
la prolifération cellulaire. La traduction de son ARNm est inhibée par une séquence contenue 
dans les 140 premiers nucléotides du messager susceptible de former une structure secondaire 
stable (Grens et Scheffler ; 1990, Manzella et Blackshear 1990). Cette région riche en G-C 
forme une structure secondaire inhibitrice et ne paraît pas être un site de liaison de protéines. 
Par ailleurs, la traduction de l'ODC dans les tissus rénaux de deux espèces de souris, Mus 
domesticus et Mus pahari, diffère significativement (Johannes et Berger ; 1992). Cette 
différence entre les deux espèces peut être causée par de petites différences dans leur région 
5’UTR qui altère leur structure prédite dû au mécanisme d’épissage alternatif (Pyronnet et al ; 
1996). Lors d’expériences utilisant un ARNm rapporteur, il a été observé que la traduction de 
cet ARNm est augmentée en réponse à la surexpression d’eIF-4E (Koromilas et al 1992a), 
suggérant que la stimulation de la traduction de l’ARNm de l’ODC par des facteurs mitogènes 
soit le résultat d'une augmentation du niveau d’activité d’eIF-4E. En plus de ceci, eIF-4E et 
eIF-4B sont phosphorylés en réponse à l’insuline (Manzella et al ; 1991), et la surexpression 
de eIF-4E augmente la traduction de ODC (Shantz et Pegg ; 1994). Un autre exemple bien 
caractérisé d’ARNm qui est régulée par des structures secondaires est l’ARNm du PDGF2 
(Prats et al ; 1992, RAO et al ; 1998). Il a aussi été montré que la structure secondaire peut 
augmenter l’utilisation d'un site d’initiation quand cette structure se trouve en aval de ce site. 
Cet effet requiert la présence d’un site d’initiation inefficace, due à soit un contexte pauvre, 
un initiateur non-AUG, ou un très court 5’UTR (Kozak ; 1989b, 1990, 1991c). Le placement 
optimal pour la structure est de 14 nucléotides en aval du codon d’initiation, laquelle 
correspond bien avec la distance entre la pointe du ribosome et le codon d’initiation (Kozak ; 
1990). Le ribosome 80S résultant n’est pas gêné par la structure secondaire et peut ainsi initier 
l’élongation. Afin de contourner l’inhibition traductionnelle générée par des structures 
secondaires trop stables, les virus ont développé un processus d’initiation par entrée interne 
des ribosomes ou par saut de ribosomes : les IRES développés dans la partie III. 
 
3. 2  Les interactions protéines-ARN : Les IRP/IRE 
 
Les protéines peuvent réguler la traduction en interagissant avec des séquences cibles dans le 
5’UTR. La protéine qui a été la mieux caractérisée est l'IRP (Iron responsive element binding 
protein) identifiée pour la première fois chez les cellules de mammifères. IRP-1 et IRP-2 
régulent la traduction de nombreux ARNm, incluant la ferritine (pour revue Hentze et Kuhn ; 




et al ; 1991, Bhasker et al ; 1993, Melefors et al ; 1993), l’aconitase mitochondriale (Gray et al 
1996, Schalinske et al ; 1998), et la protéine iron-succinate-déshydrogénase (Kohler et al ; 
1995, Gray et al ; 1996, Melefors ; 1996), en réponse à de nombreux stimulus physiologiques. 
Le site de liaison pour l’IRP, l’IRE (iron responsive element) (Aziz et Munro ; 1987, Hentze 
et al ; 1987), est situé à proximité de la coiffe de ces ARNm dans les cas de régulations 
traductionnelles alors que ces éléments IRE, s'ils sont situés en 3' d'ARNm comme le 
récepteur transferrine, ont un effet sur la stabilité de l'ARNm. Dans des études de transfection, 
quand l’IRE est disposée dans une position beaucoup plus distale par rapport à la coiffe, la 
régulation médiée par l’IRP est diminuée, ceci est décrit comme l’effet de position (Goosen et 
al ; 1990, Goossen et Hentze ; 1992). Cela suggère que les IRP peuvent prévenir une étape 
relativement précoce, dépendante de l’ARNm, lors de l’initiation de la traduction. De plus, la 
liaison du complexe 43S est inhibée par la présence de l’IRP-1 suite à un encombrement 







Figure 23 : Représentation du blocage du recrutement de la sous-unité 40S par encombrement 
stérique du complexe IRP/IRE. (Adapté de la revue Gebauer and Hentze ; 2004) 
 
Puisque l’absence de l’IRP à cette position permet l’accès libre au complexe 43S. Les IREs 
peuvent être remplacés par les sites de liaison de protéines telles que U1A ou MS2, protéine 
d’enveloppe, qui n’ont aucune fonction dans la traduction mais se lie à une structure en tige-
et-boucle spécifique (Stripecke et Hentze ; 1992). La répression de la traduction par ces 
protéines se produit alors par le même mécanisme que IRP-1 (Stripecke et Hentze ; 1992). 
Ces résultats établissent que la présence d’un complexe de liaison à l'ARN dans la région 
5’UTR peut moduler l’entrée des ribosomes et par conséquent l'initiation de la traduction 
(Gray et Hentze ; 1994a). La traduction peut aussi être réprimée via un complexe 
protéine/ARN localisé à des positions variables dans le 5’UTR. Cependant le nombre 
d’ARNm concerné par ce mécanisme est assez faible (pour revue Gray et Hentze ; 1994b). On 
peut citer néanmoins Mst87F ainsi que les ARNm des gènes liés à la spermatogénèse chez la 









chez la souris (Gu et Hecht 1996), et l’autorégulation de l’ARNm de la protéine de liaison au 
poly(A) (Melo Neto et al ; 1995). Ces protéines aussi ont été impliquées dans le contrôle de 
l’ARNm TOP médié par le 5’UTR. Enfin ce complexe IRP/IRE peut se retrouver dans les 
régions 3’UTR. Par exemple, cinq éléments IREs sont présent dans la région 3’ du messager 
codant par le récepteur R-Tf (récepteur à la transferrine) impliquée dans l’incorporation du fer 
dans la cellule (Cassey et al ; 1989). L’association d’IRP sur ses sites provoque un 
changement conformationnel rendant le site de clivage par une endonucléase inaccessible et 
induit alors la stabilisation du messager (Schlegl et al ; 1997).  
 
4. Régulation par le 3’UTR 
 
Certains ARNm sont contrôlé traductionnellement via des séquences dans leur 3’UTR (pour 
revue Sonenberg 1994, Curtis et al ; 1995, Macdonald et Smibert 1996, Wickens et al 1996). 
Ces régulations impliquent une relation entre le 3'UTR et la queue polyA, ainsi qu'une 
interaction des régions 5' et 3' de l'ARNm.  
 
4. 1 Eléments en cis du 3'UTR régulateurs de la traduction 
 
4. 1. 1 Les protéines inhibitrices 
 
La régulation traductionnelle par le 3' non traduit intervient durant les étapes précoces du 
développement, où les ARNm spécifiques subissent des changements dans leur queue poly 
(A) qui régulent leur traduction (Richter ; 1996, Wickens et al ; 1997).  
Prenons par exemple le cas de l’ARNm fem-3 dont le produit protéique est responsable de la 
féminisation du nématode Caenorhabitis elegans (Ahringer et Kimble ; 1991). Le nématode 
Caenorhabitis elegans existe sous deux formes sexuelles, mâles et hermaphrodites, pouvant 
subir un switch entre la production de spermatozoïde et d’oocyte. Les gènes responsables de 
la production de spermatozoïde ou d’oocytes sont respectivement, fem-3 et tra-2.  fem-3 est 
nécessaire pour la spermatogénèse chez le male et l’hermaphrodite et doit donc être régulé 
négativement pour permettre l’oogenèse. Des mutants de fem-3 provoquant une perte de 
fonction (if) ne produisent jamais de spermatozoïdes. Alors que des mutants de fem-3
induisant un gain de fonction (gf) bloquent le switch et entrainent une accumulation de 
spermatozoïdes en excès. Ces mutations créés dans la région 3’UTR de l’ARNm, montrent 




1991), qui joue le rôle de répresseur cis-activateur de fem-3. De plus, ces altérations au niveau 
de la région 3’UTR ne provoquent pas de modification au niveau du taux d’ARNm, par 
contre, chez ces mutants, on constate un allongement de la queue poly A, qui serait 
responsable de l’activité de fem-3. Tout ceci s’expliquant par le fait que la queue poly A étant 
trop courte empêcherait la région 3’UTR d’interagir avec l’extrémité de l’ARNm coiffée ainsi 
diminuant la traduction. Des approches génétiques chez la levure ont permis d’identifier des 
facteurs protéiques qui interagissent soit directement avec la région 3’UTR de fem-3 soit 
indirectement par le biais d’interaction avec d’autres protéines (Zhang et al ; 1997). Les 
protéines identifiées sont FBF-1 et FBF-2 (fem-3 binding factor). Des expériences de siRNA 
dirigées contre ces deux protéines montrent une masculinisation des hermaphrodites suivit du 
blocage du switch vers l’ovogénèse (Zhang et al ; 1997). Ainsi donc les protéines FBF-1 et 2 
sont des protéines régulatrices de fem-3 se liant spécifiquement à la région 3’UTR de l’ARNm 
et permettant le passage de la spermatogénèse à l’oogenèse.   
La régulation de l’ARNm de la 15-lipoxygénase (LOX) via son 3’UTR implique plusieurs 
protéines. L’enzyme LOX participe à la dégradation des membranes internes des 
mitochondries durant le stade de maturation des réticulocytes en érythrocytes (Rapoport et 
Schewe ; 1986). Son ARNm est contrôlé par une séquence riche en CU connue sous le nom 









Figure 24 : Représentation du mécanisme de régulation d’ARNm LOX par sa région 3’UTR. Au 
niveau du 3’UTR de ARNm de LOX il y a une séquence dite DICE (differentiation-control element) et 
dont le rôle est de prévenir le recrutement de la sous-unité 60S au niveau du complexe de pré-initiation 
43S au niveau du codon d’initiation AUG lorsque celle-ci est reconnue par les hnRNP E1 et K 

















Alors que sa région 5’UTR est courte (27 nucléotides), la région 3’UTR présente 10 
répétitions d’un motif consensus. Des expériences de gel retard et de couplage covalent aux 
UV montrent qu’une protéine de 48 kda du lysat de réticulocytes de lapin se lie à la région 
3’UTR possédant ces répétitions. Cette protéine, purifiée par chromatographie d’affinité, est 
capable d’inhiber spécifiquement la traduction de l’ARNm LOX. Cette inhibition est 
dépendante des répétitions présentes dans la région 3’UTR (Ostareck-Lederer et al ; 1994). 
Dans le même groupe de lapin, il a été identifié deux protéines capables d’inhiber 
spécifiquement la traduction de l’ARNm LOX. Ces deux protéines sont des hnRNPs formant 
un complexe : la hnRNP K et E1 (Ostareck-Ledere et al ; 1994). Des transfections de ces deux 
protéines dans les cellules Hela inhibent spécifiquement la traduction d’ARNm chimères 
possédant, au sein de la région 3’UTR, l’élément DICE contenue dans le 3’UTR de l’ARNm 
LOX. Enfin, d’autre expérience montrent que l’addition de ces deux protéines recombinantes 
reproduit cette même régulation en inhibant l’assemblage du complexe 80S sur l’ARNm LOX 
(Ostareck et al ; 1997).  
D’autre étude montrent l’importance de la région 3’UTR dans la régulation de l’expression 
génique. Le gène de lin 14 chez C. elegans code pour une protéine nucléaire qui joue un rôle 
dans le développement. Le contrôle traductionnelle du messager lin14 est dépendant de sa 
région 3’UTR et du produit du gène lin-4. Lin-4 est un petit ARN dit micro-ARN (§4.2), qui 
présente une séquence complémentaire à une séquence répétée dans la région 3’UTR de 
l’ARNm lin-14 induisant ainsi une inhibition de la traduction de l’ARNm lin-14 en fonction 
























De la même façon, nous trouvons le gène lin-28 qui présente la même régulation que lin-14. 
Lin-28 est une protéine cytoplasmique impliquée dans le développement. La région 3’UTR de 
l’ARNm de lin-28 possède aussi un régulateur de 22 nucléotides complémentaires à lin-4 
(Moss et al ; 1997). 
Un autre exemple montrant l’importance de la régulation de la traduction par la région 3‘UTR 
des ARNm concerne l’ARNm OSKAR chez la drosophile. Celle-ci joue un rôle important au 
cours du développement de l’embryon. En effet, la localisation de l’ARNm Oskar au pôle 
postérieur de l’embryon déclenche un gradient décroissant de la protéine Oskar du pôle 
postérieur au pôle antérieur. La régulation spatiale correcte de l’activité Oskar est essentielle 
au bon déroulement du développement de l’embryon. Des séquences situées dans la région 
3’UTR de l’ARNm Oskar sont essentielles à sa localisation dans le pôle postérieur mais l’on 
trouve également des protéines qui régulent négativement l’ARNm Oskar. La protéine Bruno, 
d’origine ovarienne, joue le rôle de régulateur négatif de la synthèse protéique Oskar ; En 
effet, elle se lie à des séquences situées dans le 3’UTR de l’ARNm Oskar et ainsi inhibe la 
synthèse protéique avant même que l’ARNm est atteint le compartiment cytoplasmique. Des 
mutations ponctuelles au sein de la région 3’UTR de l’ARNm Oskar inhibe le rôle répresseur 
de la protéine Bruno et active donc la traduction de l’ARNm indépendamment de sa 
localisation (Kim-Ha et al ; 1995).L’exemple de l’ARNm Oskar montre bien que le processus 
de localisation de l’ARN est couplé au contrôle de la traduction pour permettre une 
expression spatiale correcte de la protéine. 
D’autre séquence située dans la région 3’UTR des ARNm joue un rôle dans la stabilité des 
ARNm mais peuvent aussi jouer un rôle dans inhibition de la traduction. Ces séquences sont 
des séquences riches en AU (UUAUUUAU) et beaucoup d’ARNm contenant ces séquences 
dans leur région 3’UTR inhibe la traduction, c’est le cas de séquences des régions 3’UTR de 
l’ARNm de l’interféron, GM-CSF ou de c-fos (Kruys et al ; 1987, Kruys et al ; 1988, Kruys 
et al ; 1990, 1989). 
 
Tous ces résultats montrent que la régulation de la traduction des ARNm peut être 
spécifiquement régulée par des séquences situées dans la région 3’UTR indépendamment des 
modifications d’état subi par la queue polyA. Ces régulations font intervenir des mécanismes  
moléculaires basés sur un « Cross-Talk » entre la coiffe de l’extrémité 5’des ARNm soit  de 
manière directe soit en interagissant avec les protéines liées à la coiffe ou bien liées à la 





4.1.2 Les éléments activateurs de la traduction 
 
Bien que la majorité des études faites sur les éléments régulateurs de la région 3’UTR des 
ARNm montrent un rôle inhibiteur sur la traduction, très peu d’études font l’état d’éléments 
activateur de la traduction à l’exception de quelques ARN viraux et jusqu’à maintenant un 
seul messager cellulaire celui de la protéine amyloïde. 
Des éléments de contrôle de la traduction dans le 3’UTR ont été identifiés chez certains virus, 
et dans la plupart des cas, ces éléments augmentent la traduction. Prenons par exemple le 
virus satellite de la nécrose du tabac (SNTV) qui est un ARN messager monocistronique de 
1239 nucléotides dépourvus de coiffe et de la queue polyA. Des expériences faites dans un 
système de traduction in vitro, tel l’extrait de germe de blé, montre que l’ARN du SNTV 
dépourvu de 600 nucléotides dans sa partie 3’UTR est beaucoup moins traduit que l’ARN 
avec son 3’UTR en entier (Danthine et al ; 1993). Des expériences de mutation faites sur cette 
région ont permis de déterminer l’élément activateur de la traduction au niveau d’une 
structure en forme de tige-boucle situé en aval du codon stop. C’est élément TED 
(Translational enhancer domain) active la traduction lorsqu’il est fusionné à un ARNm 
différent. Par contre le niveau de traduction augmente quand celui-ci est placé avec un 5’UTR 
quelconque mais est beaucoup plus important en présence du 5’UTR de ARN du virus 
(Danthine et al ; 1993, Timmer et al ; 1993). Ceci indique donc qu’une interaction entre le 
5’UTR et le 3’UTR est requise pour l’activation de la traduction indépendante de la coiffe. 
Deux hypothèses ont été cependant émises à savoir que l’interaction entre les deux structures 
permettrait de démasquer l’extrémité 5’ de l’ARNm grâce à une déstabilisation de structure en 
tige-boucle présente dans la région ainsi le recrutement du complexe d’initiation de la 
traduction à savoir les facteurs d’initiation et de la sous-unité 43S serait donc possible. 
Deuxièmement, l’interaction directe entre les deux régions produirait un rapprochement 
beaucoup plus facile du codon d’initiation de la traduction, des ribosomes en fin de 
traduction, pour initier un nouveau cycle de traduction.  
Un autre modèle est celui du virus nain jaune de l’orge (BYDV : barley yellow dwarf virus) 
dont l’ARN est non coiffé et non polyadénylé. Des expériences de délétion de 500 paires de 
bases dans sa région 3’UTR ont montré une réduction de 30 de la traduction de l’ARN. La 
présence d’une coiffe au niveau de l’extrémité 5’ restaure le niveau de traduction en présence 
de la région délété (Wang et Miller ; 1995). L’élément activateur appelé TE ou 3’TE 
(Translational enhancer) réduit l’inhibition de la traduction en présence d’analogue de la 




active son expression de 80 fois mais ceci en présence du 5’UTR du virus (Wang et Miller ; 
1995). Des études ont montré aussi que la traduction d’ARN non coiffé ou d’ARN coiffé mais 
dépourvu de l’élément TE est inhibée lors que le TE est placé en trans mais que cette 
inhibition se retrouve contrebalancée par l’ajout du facteur d’initiation eiF4F. Tous ceci 
amenant à la conclusion que l’élément TE de la région 3’ a besoin de la présence du 5’UTR 
pur la régulation de la traduction (Wang et al ; 1997). De plus, l’élément 3’TE semblerait 
miner le rôle jouer par la coiffe en raison du fait qu’en présence de facteur d’initiation de la 
traduction tel que eif4F, la traduction est rétabli et de ce fait permettrait donc de pouvoir 
recruter toute la machinerie traductionnelle. 
 
En fin, un des exemples qui montre pour la première fois un mécanisme impliquant la région 
3’UTR dans l’activation de la traduction IRES-dépendant est le cas du virus de l’hépatite C 
(HCV). La région 3’UTR de ce virus a été décrite comme jouant un rôle activateur de la 
traduction au niveau du site d’entrée interne des ribosomes (Ito et al ; 1998). Le virus ne 
contient pas de queue poly(A) mais une structure en forme de tige-boucle hautement 
conservée dans sa partie 3’UTR. Cette structure est reconnue par une protéine la PTB qui 
reconnaît aussi la structure IRES présente dans le 5’UTR de l’ARN viral. Des mutations 
produites dans le but d’empêcher la fixation de la PTB sur la région en forme de tige-boucle 
réduisent considérablement l’activation de la traduction mais également la traduction 
d’ARNm en présence de l’IRES de EMCV mais pas celle de l’ARNm de la globine qui 
dépendant de la coiffe. Ces résultats suggèrent donc que cette région est capable d’activer la 
traduction seulement de manière IRES-dépendante. 
 
Jusque là, le rôle activateur attribué à la région 3’UTR dans la régulation de la traduction, a 
été décrit que chez les ARN viraux, il n’existe qu’un seul exemple chez les ARNm cellulaire 
qui est celui de la protéine amyloïde. 
 
L’analyse de l’expression de ce gène dans le cerveau humain a révélé la présence de deux 
ARNm de 3.2 et 3.4 kb du à une polyadénylation alternative. Des expériences de traduction in 
vitro dans les oocytes de Xenope ont montré que seul le plus long été le mieux traduit et que 
la séquence située entre les deux sites de polyadénylation augmentait l’expression de gène 
rapporteur in vivo. Ceci permettant donc de conclure au rôle jouer par cette séquence dans 





4. 2 Les ARN régulateurs : Les Micro-ARNs 
 
Les micro-ARN ou miARN sont des ARN non codant de 21 à 23 nucléotides de long, qui ont 
récemment fait leur entrée dans la catégorie des régulateurs de l’expression génique. Au cours 
de ces cinq dernières années, les miARN se sont imposés comme des éléments majeurs du 
contrôle de l’expression génique au niveau post-transcriptionnel. Actuellement chez l’homme, 
nous dénombrons 695 miARN. Les études fonctionnelles réalisées sur les miARN indiquent 
que ces petits ARN participent à la régulation de quasiment tous les processus cellulaires, 
puisque toute altération de leur niveau d’expression est associée à des pathologies (cancer, 
maladies cardiovasculaires…) (Kloosterman et Plasterk ; 2006).  
Les miRNA agissent sur la régulation de l’expression génique en se fixant de manière 
imparfaite sur le 3’UTR des ARNm cible ainsi inhibant la synthèse protéique ou entraînant la 
dégradation des ARNm. Les miARN fonctionnent comme des ribonucléoprotéines : miRISC 
pour (miRNA induced silencing complex) ou miRNP pour (ribonucleoprotéines complex). 
(Valencia-Sanchez et al ; 2006). Les précurseurs des miARN, les pri-miARN (Kim ; 2005) 
sont maturés par l’enzyme Drosha de type RNAse III et la protéine DGCR8 pour donner un 
pré-miARN de 70 bases (Lee et al ; 2003). Ce clivage initial est suivi du transport au noyau 
vers le cytoplasme du pré-miARN par l’exportine 5. Dans le cytoplasme, le pré-miARN est 
maturé par l’enzyme Dicer de type RNase III (Lund et al ; 2004). Cette maturation finale est 























Figure 26 : Représentation de la voie de biogénèse des miARN. La biogénèse des miARN se 
déroule suivant de nombreuses étapes qui sont : la transcription du pri-miARN, la maturation par 
l’enzyme Drosha et DGCR8 pour donner un pré-miARN, le transport nucléocytoplasmique du pré-
miARN par l’exportine 5, clivage par l’enzyme Dicer et assemblage du complexe RISC. (D’après 
revue Suzuki et Miyazono ; 2011) 
 
 
Les protéines argonautes, les miARN, et les ARN cibles réprimés sont accumulés dans le 
cytoplasme au niveau de structures que l’on appelle les P-bodies (PB) (Liu et al ; 2005, Pillai 
et al ; 2005). Les PB sont décrits comme des sites d’inhibition de la traduction et de 
dégradation d’ARNm (pour revue : Eulalio et al ; 2007, Parker et Sheth ; 2007). La répression 
par les miARN peut être associée à la dégradation de l’ARNm cible, mais l’accumulation 
d’ARNm dans les PB peut être réversible. En effet, dans l’exemple de l’ARNm de CAT-1 
réprimé par le miR-122, l’ARNm est accumulé dans les PB. Lors d’une carence en AA, 
l’ARNm stocké dans les PB est recruté dans les polysomes. Cette dé-répression nécessite la 
fixation de la protéine Hur sur le 3’ UTR de l’ARNm de CAT-1 qui va lui permettre de sortir 




















des PB et de rentrer à nouveau dans une phase de traduction et/ou la stabilité d’ARNm cibles 
(Bhattacharyya et al ; 2006). 
Plusieurs mécanismes d’inhibition de l’expression génique par les miARN ont été proposés 
ces dernières années. Dans la plupart des cas on observe une forte diminution des protéines 
codées par ces ARNm sans variation du taux des ARNm (Olsen et Ambros ; 1999, Serggerson 
et al ; 2002). Les miARN seraient donc des inhibiteurs de la traduction des ARNm cibles. 
Cette inhibition peut avoir lieu au niveau de l’initiation de la traduction ou des processus de 
post-initiation. 
Plusieurs modèles ont été développés : 
 
- Initiation : Les ARNm ne sont pas associés aux polysomes. Ce mécanisme se déroule 
en deux étapes débutant par un blocage de la traduction d’ARNm coiffés à l’étape 
d’initiation (Pillai et al ; 2005). L’arrêt des ribosomes entraîne une agrégation des 
ARNm réprimés sans ribosomes dans les PB pour le stockage ou leur dégradation 
(Bhattacharyya et al ; 2006 ; Lui et al ; 2005, Pillai et al ; 2005). 
 
- Post-initiation : Les ARNm restent associés aux polysomes et ne sont pas dans les PB. 
Plusieurs études visant à expliquer ce mécanisme ont été réalisées mais mènent à des 
conclusions contradictoires. L’une d’entre elles suggère qu’il pourrait s’agir d’un 
mécanisme de répression de l’élongation ou de la terminaison de la traduction 
(Maroney et al ; 2006), l’autre d’un mécanisme entraînant le décrochage du ribosome 
(dropp off = terminaison prématuré) (Petersen et al ; 2006). Enfin, un mécanisme 
impliquant la protéolyse rapide du peptide naissant (dégradation co-traductionnelle) a 
aussi été décrit (Nottrott et al ; 2006). Dans certain cas, il a été observé que les miRNA 
peuvent entraîner une déadénylation et une dégradation de l'ARNm (Giraldez et al ; 










III : REGULATION DE L’EXPRESSION GENIQUE PAR LES SITES 
D’ENTREE INTERNE DES RIBOSOMES : LES IRES 
 
Comme nous venons de le voir, la majorité des ARNm eucaryotes sont traduits selon le 
modèle de balayage des ribosomes faisant intervenir le mécanisme de reconnaissance de la 
coiffe par les facteurs d’initiation de la traduction eIFs. En revanche, il s'avère que dans des 
conditions de stress où la traduction globale est bloquée, certains ARNm voient leur niveau de 
traduction maintenu ou même accru. Ces ARNm, codant souvent pour des facteurs de 
croissances, proto-oncogènes, des facteurs impliqués dans les processus de développement et 
pour des facteurs de transcription, contiennent un 5’UTR considérablement plus long que les 
5’UTR cellulaire (Kozak ; 1987). Ces 5’UTRs possèdent souvent des codons initiateurs situés 
en amont de l’ORF principal (§II.2), ainsi que des structures secondaires stables. Il a été 
démontré que ces ARNm sont traduits par un mécanisme alternatif d’initiation de la 
traduction indépendant de la coiffe, qui fait appel à l’entrée interne de ribosome directement 
au niveau d’une structure secondaire voir tertiaire, que l’on appelle IRES (internal ribosome 
entry site) et qui survient durant des conditions de stress cellulaire mais également dans 
certaines conditions physiologiques. 
 
1. L’histoire des IRES 
 
Ce mécanisme a été découvert pour la première fois dans la famille des picornavirus 
(poliovirus, encéphalomycardite (Jackson ; 1998, Jang et al ; 1988 ; Pelletier et Sonenberg ; 
1988), dont les ARNm sont non-coiffés, dépourvus de guanine méthylé à leur extrémité 5’. Le 
5’UTR des transcrits des picornavirus est très long, de 610 à 1500 nucléotides selon les 
espèces, et très riche en G-C ce qui favorise la formation et la stabilité de structures 
secondaires inhibitrices du balayage. De plus leur 5’UTR contient également de nombreux 
codons potentiellement initiateurs. Par exemple, le virus de EMCV contient 11 codons AUG, 
seul le dernier est utilisé pour l’initiation (Jackson et al ; 1990). Malgré toutes ces 
caractéristiques, ces ARNm sont très bien traduits alors que le virus exprime une protéase qui 
clive le facteur d'initiation 4G et bloque de ce fait la traduction globale cellulaire dépendante 
de la coiffe. Ceci a ouvert la voie vers l'existence d'un mécanisme d'initiation indépendant de 
la coiffe impliquant l'entrée interne du ribosome au niveau d’un élément structural de l'ARNm 




l’extrémité 5’ n’induit pas une meilleure efficacité dans l’initiation de la traduction (Pelletier 
et Sonenberg ; 1998). L'IRES donne ainsi un avantage sélectif pour la traduction des 
picornaviraux durant les infections virales. La traduction des messagers picornaviraux est 
également possible dans des conditions où l’activité des facteurs d’initiations canoniques est 
réduite, comme la séquestration du facteur eIF-4E par des analogues de la coiffe in vitro 
(Canaasi et al ; 1976), des traitements de cellules à la rapamycine ou suite à une infection par 
le virus de l’encéphalomycardite : en effet le virus de l’EMCV induit une séquestration d’eIF-
4E par 4E-BP (Beretta et al ; 1996, Gringas et al ; 1996) bloquant ainsi la traduction coiffe-
dépendante.  
L’outil décisif pour révéler la présence d’IRES est l'utilisation d’ARN bicistroniques (Figure 
27) contenant un IRES cloné entre deux cistrons codant pour des protéines rapportrices. 
Quand les deux cistrons sont clonés l’un après l’autre sans IRES, le deuxième cistron situé en 
aval n'est pas traduit car le ribosome se détache de l’ARNm après la rencontre du codon de 
terminaison du premier cistron. Cependant, si un IRES est placé entre les deux, alors le 
deuxième cistron est traduit, car le ribosome se lie directement à l'ARN au niveau de l’IRES. 
Une expérience très élégante pour montrer que la sous-unité 40S se lie à l'IRES sans passer 
par l'extrémité 5’ de l’ARN est l’utilisation d’ARN circulaire. Ainsi, un ARN dépourvu de 
codon de terminaison contenant l’IRES d’EMCV, synthétisé in vitro et circularisé avec de la 
RNA ligase, produit une très longue protéine multimérique lors de sa traduction dans du lysat 
de réticulocytes de lapin (Chen et Sarnow ; 1991). La synthèse de ces produits ne peut avoir 
lieu qu’à partir d’une matrice d’ARN circulaire, indiquant que c’est l’IRES qui recrute 
directement le ribosome sans l’assistance de la coiffe où même d'une extrémité 5’ non-coiffée. 










Figure 27 : ARN bicistronique : Représentation des constructions bicistroniques utilisées pour 
l’identification d’activité IRES 








2. Les IRES viraux
 
L’outil du bicistronique a permis de mettre en évidence la présence d’IRES chez de nombreux 
virus tel que : les picornavirus, les flavivirus, les rétrovirus et même chez des virus à ADN tel 
que l’herpès virus. Cet outil continue de s'avérer utile pour mettre en évidence la présence et 
l’activité d’IRES notamment dans des ARNm cellulaires. Tout les picornavirus possèdent une 
séquence de 7 à17 nucléotides riche en pyrimidines situées à 25 nucléotides en amont du 
triplet AUG par lequel le ribosome entre sur l’ARNm. Ce triplet AUG ainsi que la séquence 
oligopyrimidique sont conservés alors que la séquence du 5’UTR est divergente. Différentes 
classes d’IRES ont été identifiées chez les picornavirus sur la base de leurs caractéristiques 
structurales et fonctionnelles : (1) les IRES de type I chez les cardio et aphtovirus, (2) les 
IRES de type II chez les entéro et rhinovirus, (3) les IRES de type III du virus de l’hépatite A. 
Aucune homologie de structure primaire n’est observée pour ces IRES. La différence entre 
ces trois types d’IRES repose sur l’utilisation du codon AUG situé en 3’ de l’IRES. Chez les 
cardiovirus, le codon situé à l’extrémité 3’ de l’IRES initie la traduction (Hunt et al ; 1993) 
alors que les aphtovirus, l’AUG situé 84 nucléotides en aval est préférentiellement utilisé 
(Belsham ; 1992). Chez les entérovirus et les rhinovirus, le ribosome va progresser sur 
l’ARNm par balayage et initier la traduction à un AUG situé 40 à160 nucléotides en aval, 
selon les espèces (Meerovitch et al ; 1991 ; Nicholson et al ; 1991). Le mécanisme de 
sélection du codon AUG initiateur est encore mal connu. 
 
3. Les IRES cellulaires 
 
Bon nombre d’IRES cellulaires ont pu être mis en évidence depuis la découverte faite chez les 
picornavirus et par le biais de l’outil bicistronique. Les ARNm contenant un IRES dans leur 
5’UTR codent le plus souvent pour des facteurs de croissances, de transcription, des proto-
oncogène, des facteurs de réponse au stress, des protéines neuronales ou encore des protéines 
kinases, toutes impliquées dans la régulation du métabolisme des ARNs. Le premier IRES 
cellulaire découvert est celui du transcrit codant pour la protéine, BiP, chaperone des chaînes 
lourdes des immunoglobulines, dont la traduction coiffe-dépendante est fortement inhibée 
mais dont l'ARNm continue à être traduit après infection par le poliovirus (Macejak et 
Sarnow ; 1991). Par la suite, d’autres IRES cellulaires ont été découverts dans l’ARNm de la 
drosophile Antenniapedia (Anpt) et chez Ultrabithorax (Ubx) (Oh et al ; 1992, Ye et al ; 




(Gran et al ; 1996) et le proto-oncogène c-myc (Nanbru et al ; 1997, Stoneley et al ; 1998), le 
VEGF(Stein et al ; 1998). Une étude récente montre que 3 à 5% des ARNm restent associés 
aux polysomes alors même que la traduction coiffe-dépendante est inhibée dans des cellules 
infectées par le polivirus  (Johannes et Sarnow ; 1998). C'est probablement la présence d'IRES 
qui permet à ces messagers d'être encore traduits lors de l'infection virale. 
Une caractéristique intrigante des IRES cellulaires est qu’ils ne fonctionnement que très peu 
voire  pas du tout, contrairement aux IRES viraux, dans des extraits de traduction in vitro, 
dans des manipulations de transfection d’ARN. (Iizuka et al ; 1995 ; Stoneley et al ; 2000 ; 
Shiroki et al ; 2002). Ainsi, suggérant des évènements nucléaires qui semblent être requis au 
cours de la traduction IRES-dépendante de messagers cellulaires (Shirpki et al ; 2002). Ces 
évènements nucléaires pourraient être des modifications au niveau de la molécule d’ARN 
(méthylation des adénines, acquisition d’une structure particulière) ou bien l’association de 
protéines de liaison à l’ARN. 
 
4. Structures des IRES 
 
Les IRES, dans les génomes viraux, présentent une structure complexe. L’importance de la 
structure secondaire pour la fonction des IRES a été sous-estimée dans la dérive génétique de 
virus particulièrement infectieux comme le FMDV ou HCV. Il a été clairement montré que la 
substitution de séquences chez les virus est accompagnée de mutations compensatoires 
agissant pour maintenir la structure secondaire de l’ARNm (Jackson et Kaminski ; 1995). De 
plus, des analyses par mutagénèse ont mis en évidence des éléments essentiels pour le 
fonctionnement des IRES, des domaines structuraux et de courtes séquences localisées en 
haut de boucles ou au niveau de boucle interne des ARNm (pour revue : Martinez-Salas et al ; 
2001). C’est donc la structure tridimensionnelle de l’ARN plutôt que sa  séquence primaire 
qui est importante pour l’activité de l’IRES (Martinez-Salas et al ; 2002). 
Des analyses phylogénétiques et par mutagénèse ont notamment permis d’identifier une 
structure en pseudo-nœud comme étant essentielle à la fonction de l’IRES du virus de la 
paralysie du criquet (CrPV). Cet IRES peut interagir directement avec la sous-unité 60S et 
l’assemblage du ribosome 80S sur le codon d’initiation peut se faire sans aide d’autre facteur, 
ni même d’ARNt initiateur (Kanamori et Nakashima ; 2001). Dans le cas de HCV, 
l’interaction avec la sous-unité 40S semble se faire indépendamment de facteurs d’initiation 




Beaucoup d’IRES cellulaires identifiées ont une séquence riche en G-C et peuvent donc avoir 
une structure secondaire complexe. Néanmoins jusqu’à aujourd’hui, il n’y a pas d’évidence 
dans la conservation de structure entre les IRES cellulaires. Des modèles structuraux ont été 
réalisés sur une poignée d’IRES cellulaires, tel que c-myc (Le Quesne et al ; 2001), L-myc 
(Jopling et al ; 2004), FGF-2 (Bonnal et al ; 2003b), Apaf-1 (Mitchell et al ; 2003), Cat-1 
(Yaman et al ; 2003) ; et FGF-1A (Martineau et al ; 2004). Aucune homologie entre ces 
structures n’a pour l’instant été trouvée, même entre des IRES de gènes très proche c-myc et 
L-myc, mis à par la présence d’un pseudo-nœud. 
De petites délétions ou de mutations ponctuelles dans les IRES viraux peuvent engendrer une 
grande modification de la fonction d’entré interne. A l’inverse, les délétions internes dans les 
nombreux IRES cellulaires ne suppriment pas le fonctionnement de l’élément, ce qui suggère 
une relation structure/fonction moins rigide que chez les IRES viraux. De plus, dans de 
nombreux cas, des portions d’IRES cellulaires sont capables de promouvoir l’activité d’entrée 
interne des ribosomes, mais à des niveaux inférieurs à l’IRES entier (Yang et Sarnow ; 1997, 
Huez et al ; 1998, Stoneley et al ; 1998, Chappell et al ; 2000). Ces éléments permettent de 
formuler l’hypothèse que de nombreux IRES cellulaires sont composés de plusieurs petits 
modules et que leurs effets combinés favorisent l’entrée interne des ribosomes. L’IRES de 
Cat-1 diffère quelque peu du concept des modules séparés. En effet, la destruction des 
interactions ARN-ARN entre les extrémités 5’ et 3’ supprime l’entrée interne inductible en 
condition de privation en nutriment. Le rétablissement de l’interaction permet la restitution du 
mécanisme IRES (Yaman et al ; 2003). 
La présence d’un pseudo-nœud dans l'IRES de Cat-1 est décrite comme inhibitrice de son 
fonctionnement, comme dans le cas de c-myc (Le Quesne et al ; 2001). De récentes analyses 
sur la zone minimale de l’IRES de c-myc ont permis de mettre en évidence une zone de 50 
nucléotides capable de promouvoir l’activité d’entrée interne de ribosome et de recevoir le 
ribosome avant le processus de balayage. Cette zone peut se décomposer en deux éléments de 











5. Régulation des IRES : Interaction Protéine-ARN 
5. 1 Rôle des facteurs d’initiations canoniques 
 
Bien que le processus d’initiation par l’entrée interne semble énormément différent du 
balayage coiffe-dépendant, le besoin de facteur d’initiation canonique est à peut de chose prêt 
le même. De plus, les facteurs d’initiation eIF-4A, eIF-4F, eIF-3 et eIF-4E purifiés à partir 
d’un système de traduction acellulaire, stimulent autant l’initiation coiffe-dépendante que 
l’initiation par entrée interne d'un ARNm bicistronique (Scheper et al ; 1992). De plus, en 
utilisant des eIFs purifiés recombinants, il a été montré que l’assemblage du complexe de pré-
initiation 43S sur l’IRES d’EMCV requiert seulement des facteurs d’initiations canoniques, 
incluant eIF-4F (Pestova et al ; 1996). L’implication d’eIF-4F semble en contradiction avec le 
fait que les ARNs de picornavirus peuvent être efficacement traduit en l’absence du complexe 
eIF-4F complet, comme il a été suggéré lors de l’infection virale par l’entéro- et l’aphtovirus 
où le facteur eIF-4G est clivé. Le clivage protéolytique d’eIF-4G sépare le domaine de liaison 
à l’ARN (la partie C-terminal) du domaine d’interaction avec eIF-4E (domaine N-terminal), 
entraînant par conséquent le découplage de la reconnaissance par le ribosome de la coiffe et 
de celle de l'ARN. Le clivage d’eIF-4G inactive par conséquent l’entrée du ribosome par la 
coiffe, alors que la traduction coiffe-indépendante peut être stimulée par le domaine C-
terminal d’eIF-4G résultant du clivage par la protéase virale (Ohlmann et al ; 1996). Pestova 
et al ; 1993, montrent que l’initiation de la traduction promue par les IRES ne requiert pas 
eIF4-E, mais est dépendante d’eIF4A et de la partie centrale de eIF4G. Ces données indiquent 
que l’initiation coiffe-dépendante requiert le complexe eIF4F intact  alors que l’initiation par 
un IRES requiert soit le complexe eIF4G intact soit le domaine C-Terminal produit du clivage 
de eIF4G en combinaison avec eIF4A. Par conséquent, initiation coiffe-dépendante et IRES-
dépendante utilisent le même ensemble de facteurs canoniques pour leurs fonctions, mais les 
voies par laquelles ils interagissent avec l’ARNm permettent l’attachement du ribosome soit 
sur la coiffe soit sur l’IRES. Ceci est indiqué dans la figure 28 ci-dessous, représentant le 

















Figure 28: Modèle d’initiation par entré interne promut par les IRES 
5. 2  Les protéines régulatrices des IRES : Les ITAFs. 
 
En plus des facteurs d’initiations canoniques, certains IRES requièrent des facteurs cellulaires 
pour fonctionner. Ces facteurs sont décrits au départ dans d’autre processus cellulaires tel que 
l’épissage, l’export nucléaire mais également la transcription. Ces protéines sont appelées des 
ITAFs (IRES trans-acting factors). Cette notion est née à partir d’observations faites chez les 
IRES de virus de classe II (enterovirus et rhinovirus) qui, à la différence des virus de la classe 
I, nécessitent l’addition d’extraits cellulaire HeLa pour fonctionner (Shih et al ; 1998 ; Brown 
et Ehrenfeld ; 1979 ; Jia et al ; 1991, Borman et al ; 1993 ; Belsham et Sonenberg 1996). 
Ainsi, les besoins en facteur en trans requis diffèrent selon les IRES. Les IRES cellulaires 
présentent des activités variables en fonction des types cellulaires suggérant ainsi que les 
effets traductionnels impliquent différentes protéines cellulaires présentes à différentes 
concentrations selon le type cellulaire (Ye et al ; 1997 ; Coldwell et al ; 2000 ; Créancier et 
al ; 2000 ; Stoneley et al ; 2000). L’existence de ces ITAFs peut également expliquer la tissu-
spécificité observée in vivo pour le fonctionnement des IRES de c-myc et de FGF2 (Créancier 
et al ; 2000, 2001). Parmi ces ITAFs, beaucoup appartiennent à la famille des hnRNPs 
(heterogenous nuclear ribonucleoproteins). 
 
5. 2. 1  Les ITAFs cellulaires. 
 
Parmi les premières protéines identifiées comme ITAFs viraux, nous trouvons la protéine 
autoantigène (La) qui stimule spécifiquement l’activité de la traduction de l'ARNm du 
poliovirus, étude faite dans des lysats de réticulocytes de lapin complémenté par des extraits 




identifiée comme ITAF viral, est la PTB (polypyrimidine tract binding protein), laquelle 
augmente l’activité de l’IRES de l’EMCV (Hellen et al ; 1993). Des expériences faites dans le 
lysat de réticulocyte de lapin déplété en PTB induit le blocage de l'initiation de la traduction 
dépendante de l’IRES EMCV, alors que la traduction coiffe-dépendante n'est pas affectée. De 
plus l'ajout de la protéine PTB recombinante restaure la traduction initiée à l’IRES d’EMCV. 
Cependant, dans le cas de l'IRES du virus de Theiler, cousin d'EMCV, l'absence de PTB 
n’affecte pas l’initiation IRES-dépendante, montrant ainsi que la PTB n’est pas toujours 
indispensable à l’activité des IRES picornaviraux de type I (Kaminski et al ; 1995). Ces 
résultats sont renforcés par des études montrant que la formation du complexe 43S sur l’IRES 
d’EMCV est 2 fois plus importante suite à l’ajout de PTB (Pestova et al ; 1996). Il a été 
suggéré que la PTB participe aussi au repliement de l’IRES, en le stabilisant dans une 
structure tridimensionnelle correcte. Un tel rôle de protéine chaperonne a été aussi décrit pour 
la protéine La. (Jackson et Kaminski). 
Seules des protéines cellulaires, mais pas de protéines virales, sont impliquées dans 
l’initiation interne des ribosomes au niveau des IRES picornaviraux, ce qui a amené à 
suggérer que les ARNm cellulaires peuvent être concernés par un mécanisme similaire même 
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5.2.2  Rôle des ITAFs dans l’initiation de la traduction IRES-dépendante.
 
Pour les IRES cellulaires ce mécanisme est encore plus généralisé que pour les IRES viraux, 
l’efficacité de l'initiation de la traduction est stimulée par des ITAFs qui répondent à différent 
stimuli et permettent à la traduction IRES-dépendante de réguler finement l'expression des 
gènes concernés. Différents ITAFs ont été identifiés par leurs interactions spécifiques avec les 
IRES d'ARNm cellulaires (Holcik et Korneluk ; 2000b ; Mitchell et al ; 2001 ; Evans et al ; 
2003 ; Holcik et al ; 2003, Pickering et al ; 2003) et le mécanisme d'action de certain d'entre 
eux est bien documenté. 
En particulier, l’IRES d'Apaf-1 peut former un complexe spécifique avec les protéines UNR 
(Upstream N-Ras) et PTB. En combinaison, ces facteurs stimulent l’initiation interne de 
l'ARNm d’Apaf-1 (Mitchell et al ; 2001). Le site de liaison d’UNR est localisé dans un 
domaine structural et la reconnaissance de ce site par UNR déstructure cette région. De plus, 
un domaine distal est aussi remodelé par UNR, laquelle en retour promeut l’interaction de la 
PTB avec l'IRES. L'interaction avec ces deux ITAFs engendre des changements 
conformationnels qui favorisent le recrutement du ribosome à l’IRES. Ceci a été démontré par 
la mise en évidence d'une désorganisation de l’interaction ARN-ARN au voisinage du point 
d’entré des ribosomes (Figure 30). 
 
Figure 30: Modèle de liaison de l’UNR et de la PTB sur l’IRES de Apaf-1 (Mitchell et al ; 2003). 
 
Un mécanisme similaire a été décrit pour l’IRES de Bag-1. Ici, la PTB et la PCBP-1 (poly-
(rC)-binding protein 1) ont une activité de chaperonnes qui génèrent un relâchement d'une 
région de la structure de l’IRES. Comme c'est le cas pour l’IRES d'Apaf-1, ce changement 
structural se produit dans la région dans laquelle le ribosome est recruté (Pickering et al ; 




myc (Evans et al ; 2003). Ainsi, le remodelage structural par l’activité chaperonne des ITAFs 
tel que la PTB, l’UNR et la PCP1 apparaît comme un mécanisme commun dans le 
fonctionnement des IRES cellulaires. Cependant, il faut noter que ces facteurs n’affectent pas 
tous les IRES cellulaires, ce qui indique une spécificité des ITAFs pour un ou plusieurs IRES. 
De plus, la PTB fonctionne comme un répresseur de l’initiation interne au niveau de l'IRES de 
Bip, suggérant qu'un même ITAF peut exercer des effets positif ou négatifs selon l'IRES 
concerné (Kim et al ; 2000). En ce qui concerne UNR et la PTB, ces ITAFs possèdent de 
multiples domaines de liaison à l’ARN, les domaines RRM, qui peuvent interagir avec des 
sites spatialement distincts au sein d'un IRES, ce qui peut expliquer leur activité chaperonne. 
La majorité des ITAFs sont localisés dans le noyau et sont comme nous l’avons vu des 
hnRNPs. De plus, de récentes études ont montré que des facteurs de transcription, peuvent 
jouer le rôle d’ITAFs pour l’initiation interne de la traduction, comme par exemple 
p54nrb/NonO qui a été décrit comme un ITAFs de l'IRES de c-myc (Cobbold et al ; 2008). 
Les hnRNPs sont principalement impliquées dans des processus post-transcriptionnels comme 
l’épissage, l’export et la localisation des ARNm, cependant quelques études indiquent leur 
implication dans la transcription par exemple la hnRNPA1, hnRNP K (Xodo et al ; 2008, 
Mitchelotti et al ; 1996). D'autre part, plusieurs de ces protéines font la navette du noyau vers 
le cytoplasme. Ce qui nous amène à supposer que le transport nucléo-cytoplasmique des 
ITAFs peut être particulièrement important à la lueur de l’observation de la nécessité d'une 
histoire nucléaire décrite comme nécessaire au fonctionnement de certains IRES (Stoneley et 
al ; 200b, Holcik et al ; 2003, Shikoki et al ; 2003). 
 
 
Tout ceci nous amène à supposer que le contrôle du métabolisme des ARN, et donc de 
l’expression génique, pourrait passer par des processus nucléaire qui semblent couplé au 
processus d’initiation interne de la traduction dans le cytoplasme de part les nombreuses 
fonctions que ces protéines peuvent jouer et l’impact physiologique très important sur le 









PARTIE III : LA MYOGENESE. 
Au cours du développement musculaire et durant les étapes précoces de formation des fibres 
musculaires, certaines protéines comme les facteurs de croissances fibroblastiques, en 
particulier le FGF-1 et 2, sont décrit pour jouer un rôle important dans la prolifération mais 
également dans la différentiation et la régénération musculaire. Ces facteurs sont décrit pour 
avoir un rôle inhibiteur dans la différentiation musculaire (Clegg et al ; 1987) mais également 
comme des activateurs de la différentiation myoblastique (Uruno et al ; 1999). Bien que leurs 
rôles soient jusque là bien décrits, aucun mécanisme  moléculaire n’ait à ce jour connu.  
Dans cette partie, nous allons étudier la biogénèse du muscle pour enfin nous intéressé dans la 
dernière partie (IV) au rôle des FGFs. 
 I : ORIGINE DU TISSUS MUSCULAIRE
Dans l’embryogenèse des vertébrés, le tissu musculaire squelettique se forme à partir du  
mésoderme qui se segmente d’une part en somites et d’autre part en notochorde. La partie 
ventrale des somites, le sclérotome contribue à la formation du cartilage et des os de la 
colonne vertébrale et des côtes. La partie dorsale des somites, le dermomyotome, donne 
naissance au derme dorsal et aux muscles squelettiques du dos et des membres. La 
délamination et la migration de cellules provenant du dermomyotome donne naissance au 
myotome à l’origine de la musculature du tronc (Figure 31), (Relaix F et al ; 2004, 
Buckingham, Bajard et al ; 2003). Cette organisation dorso-ventrale du somite 
(dermomyotome/myotome/sclérotome) est sous l’influence de plusieurs protéines dont celles 
de la famille Wnt (Wingless) et la protéine Shh (Sonic hedgehog). Une hypothèse consiste à 
considérer une balance entre leur niveau d’activité, formant un gradient depuis leur site de 
sécrétion, ce qui déterminerait la formation des différents compartiments du somite 














Figure 31: Les différentes étapes du processus migratoire impliqué dans la formation des 
muscles des membres (Relaix F et al, 2004) 
1. La Myogenèse primaire
La myogenèse primaire se caractérise par la formation de fibres musculaires primaires à partir 
des myoblastes embryonnaires. Ces derniers fusionnent pour former les myotubes de première 
génération ou myotubes primaires principalement à l’origine des fibres lentes, mais aussi des 
fibres rapides dans les muscles entièrement rapides (Stockdale and Miller 1987). Au final, ces 
fibres ne représentent qu’une petite partie du muscle adulte. Les cellules précurseurs se 
délaminent des somites et migrent vers leur lieu de différenciation sous l’influence de 
différentes protéines comme par exemple le facteur de transcription Pax3 (paired box gene 3). 
La détermination et la différenciation des cellules participant à la formation du muscle sont 
sous l’influence de facteurs environnementaux induisant l’expression de facteurs de 
transcription spécifiques de ce lignage : les MRF (Myogenic Regulating Factors). Les MRF 
sont au nombre de quatre chez les mammifères : Myf5 (Myogenic factor 5), MyoD 
(Myogenic differentiation), Myogénine, et MRF4. Myf5 et MyoD sont impliqués dans les 
phases précoces de la myogenèse lors de la détermination et de la prolifération de la lignée 
myoblastique. Ils interviennent également dans la régulation du cycle cellulaire, le 
remodelage de la chromatine et l’activation de gènes musculaires précoces. Les gènes codant 
pour MRF4 et la myogénine sont des gènes de la différenciation myogénique, ils agissent plus 
en aval dans la différenciation terminale des myocytes et leur fusion en myotubes. La 
surexpression de l’un des quatre MRF dans des cellules non musculaires entraîne l’activation 




pour les MRF précoces ne forment pas de musculature squelettique (Rudnicki, Schnegelsberg 
et al. 1993). 
2. La Myogenèse secondaire
Au cours de la myogenèse secondaire, la croissance de la masse musculaire est plus 
importante et l’innervation des muscles commence. L'innervation est indispensable au 
maintient de la génération primaire et à la mise en place de la génération secondaire. Celle-ci 
résulte de l'activité des myoblastes secondaires (ou myoblastes foetaux) qui sont présents 
autour des fibres primaires innervées et vont se multiplier puis fusionner en donnant des fibres 
secondaires, exprimant des isoformes de chaînes lourdes de myosine différentes de la 
génération précédente. Les myotubes secondaires sont à l’origine des fibres rapides en 
majorité, mais également des fibres lentes dans les muscles entièrement lents ou mixtes 
(Stockdale and Miller 1987).  
II: REGULATION DU DEVELOPPEMENT MUSCULAIRE STRIE SQUELLETIQUE
Comme tout processus de développement tissulaire, celui-ci est contrôlé par deux grandes 
voies de régulation: une voie intrinsèque impliquant des facteurs de transcription et une voie 
extrinsèque impliquant des facteurs environnementaux 
1. Les facteurs intrinsèques
 
De nombreux facteurs de transcription interviennent dans le développement musculaire 
squelettique strié. On peut citer notamment les facteurs appartenant à la famille des Pax 
(Pax3, Pax7), les MRF (Myf5, MyoD1, MRF4, Myogénine, les protéines de la famille Six, le 
facteur SRF. Les protéines de la famille Pax participent à la spécification des progéniteurs 
musculaires (Seale et al ; 2000, Relaix et al ; 2005) et les protéines MRFs à domaines bHLH, 
joue un rôle dans la détermination et/ou la différentiation myogénique (Parker et al ; 2005). 
1.1  Les facteurs de la famille Pax
 
Les facteurs Pax3 et Pax7 sont des facteurs de transcription (Buckingham et al ; 2007, Horst 
et al ; 2006) nécessaires à la spécification des progéniteurs musculaires embryonnaires et/ou 




survie des progéniteurs musculaires puisque les souris doublement invalidées pour ces gènes 
présentent un défaut quasi-total en cellules musculaires (Relaix et al ; 2005 ; Buckingham et 
al ; 2007). Ces progéniteurs Pax3+/Pax7+ n’exprime pas de marqueurs musculaires mais ils 
peuvent initier le programme myogénique en activant les facteurs Myf5 et MyoD1 
(Sambasivan et al ; 2007). 
 
 
Figure 32:   Rôle de Pax 3 et Pax 7 dans la régulation des progéniteurs musculaires striés 
squelettiques. 
1.2  Les Facteurs Régulateurs Myogéniques
 
Les gènes MRF codent pour des facteurs à domaine bHLH essentiels dans les phases de 
détermination (Myf5, MyoD1, MRF4) et de différenciation (MRF4, Myogénine) de la 
myogenèse au cours du développement embryonnaire et, pour Myf5 et MyoD1 durant la 
période post-natale. Le premier facteur MRF à avoir été cloné et étudié est MyoD1 (Braun et 
al ; 1989), (Weintraub et al ; 1989), suivi de Myf5 (Braun et al ; 1989). L’induction des MRF 
dans les cellules Pax3+/Pax7+, reflétant la progression progéniteur/myoblastes, est régulée 
par des facteurs extrinsèques environnementaux.  
La différenciation musculaire implique une sortie du cycle cellulaire, la fusion des myoblastes 
et la formation des cellules multinucléées (myofibres). La Myogénine est essentielle pour la 
maturation musculaire terminale. Dans les souris invalidées pour la Myogénine, il est observé 
un grand défaut au niveau de la différenciation musculaire (Hasty et al ; 1995), (Nabeshima et 
al ; 1993). De manière surprenante, l’inactivation conditionnelle de la Myogénine en période 
foetale ne résulte pas en une perte complète de cette différenciation, suggérant qu’il pourrait 
exister des mécanismes Myogénine-indépendants en période foetale pour la maturation 
musculaire terminale (Knapp et al ; 2006). Mrf4 est également détecté dans les fibres 
musculaires matures. Il pourrait être impliqué dans le maintien du statut de différenciation, 






mais l’inactivation de son gène ne permet pas d’obtenir un phénotype musculaire particulier 
(Zhang et al ; 1995). 
2. Facteurs environnementaux 
 
De nombreux facteurs environnementaux régulateurs de la myogenèse  (Sonic Hedgehog, 
Wnt, BMP, Myostatine, Notch, FGF, HGF/Met, insuline/IGF1, acide rétinoïque…) ont été 
identifiés et étudiés. Par exemple, la Myostatine, qui appartient à la famille du TGF, régule 
négativement la masse musculaire en inhibant la prolifération myoblastique (Thomas et al ; 
2000), (Taylor et al ; 2001), (Rios et al ; 2002), (Joulia et al ; 2003). La voie Notch intervient 
quant à elle au niveau du dermomyotome pour favoriser l’orientation vers le lignage 
musculaire (Ben-Yair et al ; 2008), amplifier le pool de progéniteurs Pax3+/Pax7+ et 
permettre la prolifération myoblastique (Vasyutina et al ; 2007). La voie HGF/Met régule 
positivement la migration des myoblastes pour la myogenèse hypaxiale (Bladt et al ; 1995).  
 
D’autres acteurs interviennent également tels que les protéines de la famille des facteurs de 
croissances fibroblastiques, FGFs, plus particulièrement le facteur de croissance FGF-1, qui 
fait l’objet de nombreuses études et interrogations à savoir son implication et ses véritables 
fonctions durant la myogenèse. 
III : LA REGENERATION MUSCULAIRE 
Durant les stades précoces du développement, les fibres primaires et secondaires qui prennent 
place respectivement aux stades embryonnaire et fœtal sont issues de cellules précurseur 
embryonnaires ou fœtales originaires des somites. La disparition du compartiment somitique à 
l’âge adulte laisse penser qu’il subsiste dans le muscle squelettique mature des précurseurs 
capables d’assurer l’homéostasie tissulaire en réponse à un traumatisme, à une nécrose ou 
encore durant la croissance post-natale. L’activation des cellules satellites (dites satellites car 
juxtaposées aux fibres musculaires sous la lame basale), par des facteurs micro-
environnementaux tels que HGF (Hepatocyte growth Factor), LIF (Leukemia inhibitory 
Factor), Il-6 (Interleukine-6), FGF-1, FGF-2 (Fibroblast Growth Factor 1et 2), FGF-6, IGF-I 
(Insulin Growth Factor), IGF-II, et pouvant être produits par les macrophages lors d’une 




parle alors de myoblastes (Figure 33). Les myoblastes fusionnent entre eux ou avec des fibres 
préexistantes et génèrent ainsi de nouvelles fibres musculaires fonctionnelles.  
Les facteurs de régulation myogéniques intervenant durant la régénération sont les mêmes 
qu’aux stades embryonnaires ou fœtaux : les MRFs. L’étape de fusion des myoblastes soit 
avec un myotube existant, soit avec un autre myoblaste se fait selon deux mécanismes 
différents. La fusion myoblaste/myotube fait intervenir l’Il-4 produite par les myotubes et le 
récepteur à l’Il-4 présent à la surface des myoblastes (Horsley, Jansen et al. 2003). La fusion 
myoblaste/myoblaste fait intervenir des protéines transmembranaires, en particulier la M- et la 
N-cadhérine et des intégrines avec principalement la 1-intégrine (Schwander, Leu et al. 
2003).
 
Figure 33 : Schéma représentatif de la niche des cellules satellites et les facteurs de régulation 
myogéniques. Activation des cellules satellites par des facteurs micro-environnementaux tels que 
HGF, VEGF, PDGF, FGF-1, FGF-2, FGF-6, IGF-1, IGF-2. 
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PARTIE IV : LE FACTEUR DE CROISSANCE
FIBROBLASTIQUE 1 OU FGF-1 
I : LES GENERALITES
Le facteur de croissance fibroblastique acide FGF-1 appartient à la famille des facteurs de 
croissances FGFs. Le FGF-1 a été isolé dans les années 70 en même temps que le FGF-2, 
facteur de croissance fibroblastique basique, à partir d’extraits de cerveaux et de glandes 
pituitaires, pour sa capacité à stimuler la croissance des cellules NIH-3T3 (Gospodarowicz 
1975). Par la suite d’autres facteurs de croissances fibroblastiques ont été identifiés et la 
famille des FGFs comprend à ce jour 23 membres (Figure 33). Ils sont exprimés chez de 
nombreux vertébrés et invertébrés (Yamashita et al ; 2000, Nakatake et al ; 2001, Ornitz et 
Itho 2001). Chez les vertébrés, la masse moléculaire des FGFs varie de 17 à 34 kDa. Ces 
facteurs partagent une homologie de séquences en acides aminées (13-71%) ainsi qu’une 
homologie de structure évoquant ainsi un gène ancestral commun. Ils présentent tous une 
affinité pour les héparanes sulfates protéoglyganes ou (HSPGs), caractéristique exploitée pour 
leur purification et leur caractérisation à partir de nombreux tissus. Par ailleurs cette propriété 
est nécessaire pour l’activation de leurs récepteurs à activité tyrosine kinase localisés à la 
surface des cellules. Ces facteurs sont capables de moduler la fonction d’une grande variété de 
types cellulaires. Durant le développement embryonnaire, les FGFs sont des facteurs 
homéostatiques qui interviennent lors de la cicatrisation. Une partie de la famille des FGFs est 
également impliquée dans la transduction anormalement exprimé, certains des FGFs peuvent 
contribuer à des évènements pathogènes comme le cancer. Les FGFs peuvent être classés en 
différents sous-groupe ou sous-familles, sur la base de leurs homologies de séquence et de 
leurs propriétés biochimiques (Figure 34). On constate ainsi une forte homologie entre le 
FGF-1 et le FGF-2 concentrées dans une région centrale de 130 acides aminés, et que 
l’extrémité amino et carboxy-terminales sont très divergentes. 
 
La plupart des FGFs (FGF 3-8, 10,15, 17-19, et 21-23), sauf le FGF-1 et 2, possèdent un 
peptide signal à l’extrémité N-terminale permettant ainsi à travers l’appareil de Golgi et le 
réticulum endoplasmique (RE/Golgi) leur sécrétion dans l’espace extracellulaire. Les FGF-1 




1992). Bien au contraire les isoformes à haut poids moléculaire concernant le FGF-2 sont 
détectable exclusivement dans le cytosol et le noyau (Renko et al ; 1990 ; Bugler et al ; 1991, 
Arnaud et al ; 1999) comme les protéines endogènes. Ces FGFs intracellulaires semblent 
réguler les processus cellulaires de manière intracrine. Plus tard, les formes sécrétées de FGF-
1 et FGF-2 ont été trouvées pour transloquer du cytoplasme vers le noyau en interagissant 
avec leur récepteur de leurs cellules cibles et ainsi possèdent aussi des fonctions 
intracellulaires paracrine/autocrine (Wiedlocha et al ; 2004, Olsnes et al ; 2003). 
Figure 34: Représentation schématique de l’arbre phylogénique représentant les 23 membres 
des FGFs classés en sous-famille. (Itho et al ; 2001). 
L’ensemble de ces données met en évidence l’appartenance de ces différents facteurs à une 
même famille qui constitue l’exemple type de la complexité des interactions qui régissent la 
prolifération et la différenciation cellulaire. Par ailleurs, la très forte conservation structurale 
du FGF-1 entre différentes espèces (> 90%) ainsi que son expression chez tous les vertébrés 






Sous famille  
FGF 11 
















Sous famille  
FGF 1 
Sous famille  
FGF 4
Sous famille  
FGF 7 
Sous famille  
FGF 9 





II : LES RECEPTEURS AUX FGFS : LES HEPARANES SULFATES
Les récepteurs aux FGFs sont parmi les plus intriguant dans l’étude des récepteurs 
transmembranaires durant les dernières décennies. Les récepteurs aux FGFs (FGFRs) joue un 
rôle très important dans de nombreuses variétés d’activités biologiques incluant la croissance 
cellulaire, la différenciation, la migration, et le chimiotactisme (Galzie et al ; 1997). Ces 
découvertes ont eu un impact non seulement dans le fief de la biologie cellulaire, mais aussi 
dans le domaine de la génétique, biologie moléculaire, et le développement biologique. 
L’intérêt multidisciplinaire de ces récepteurs a été généré par leurs effets pléiotropiques dans 
le développement des mammifères. Plus de 50 désordres humains sont connus pour être la 
cause de mutation de FGFRs (Muenke et al ; 1998). Le spectre des caractéristiques 
phénotypiques associé à ces conditions inclut la dysplasie squelettique avec le 
craniosynostosis (fusion prématuré de l’arête crânienne) et une courte stature, des anormalités 
oculaires, une surdité, des désordres dermatologiques. Il y a aussi des mutations somatiques 
des FGFR qui ont été associés avec la carcinogénèse. Les FGFRs sont constitués de domaines 
ligands extracellulaires sur lesquelles se fixent les FGFs comprenant trois domaines pseudo-
immunoglobulines (Ig-like), d’une boîte acide comprenant des résidus aspartiques ou 
glutamiques, spécifique de FGF-R, d’un domaine HAV (Histidine, Alanine, Valine) que l’on 
retrouve dans des molécules d’adhésions cellulaires (N-CAM, L-CAM ou N-cadhérine) 
suggérant sa participation dans des interactions intermoléculaires. La boucle I apparait comme 
la moins conservée, elle n’est pas nécessaire à la liaison du FGF ou des HSPGs aux récepteurs 
contrairement à la boucle II (Kan et al ; 1993, Wang et al ; 1995a). Il contient aussi un 
domaine transmembranaire, et un domaine intracellulaire à activité tyrosine-kinase (Jaye et 
al ; 1992, Johnson and William ; 1993). Les domaines II et III (IgII et IgIII) sont suffisants 
pour la liaison des FGFs et déterminants pour l’affinité. Chez l’humain, il y a 4 récepteurs 
connus et leurs isoformes alternatifs sont chacun exprimés de manière temporelle et spatiale 
durant l’embryogénèse et du développement post-natal. La liaison avec les FGFs aux 
protéoglycanes contenant des héparanes sulfates (HSPGs) joue le rôle de ligand (Burgess et 
Maciag ; 1989, Naski et Ornitz ; 1998). Au moins 23 FGFs différents sont connus, et chacun 
d’entre eux sont aussi exprimés dans un modèle spatio-temporelle spécifique. Ces ligands 
lient avec des affinités ou spécificités différentes le récepteur et induit les FGFR à 
s’homodimériser ou s’hétérodimériser.  Il est connu que les FGFs sont monomériques et sont 
incapable d’activer les FGFR sans les HSPGs (Ornitz et al ; 1992). La formation de ce 




enfin sert à stimuler l’activité catalytique intrinsèque des récepteurs ou recrute aux niveaux 
des sites des protéines activatrices des voies de signalisations en aval impliquées dans 
plusieurs voies développementales distinctes (Stern et al ; 1993). La signalisation 
intermédiaire inclut Shc et FRS2, qui sont des adaptateurs qui ciblent des molécules de 
signalisation de la membrane plasmique pour lier le récepteur activé avec la voie des MAPKs 
et d’autres voies de signalisations impliquées dans la croissance cellulaire et la différenciation 
(Kouhara et al ; 1997, Blaikie et al ; 1994). Il a été aussi démontré que les FGFRs lient le 
domaine SH2 de la phospholipase C-1 et par conséquent sont impliqués dans le couplage de 
la dégradation du phosphatidylinositol (Mohammadi et al ; 1991). 
 
III : LE FACTEUR DE CROISSANCE FGF-1
Le FGF-1 et FGF-2 sont les deux prototypes de la famille des FGFs. Suite à leur 
caractérisation dans les années 70, les mécanismes régulant leur expression ont été dissociés 
très finement. A la différence du FGF-2, le FGF-1 ne comporte qu’une seule isoforme 
protéique. Les régulations de l’expression de ce gène sont pourtant très nombreuses et 
principalement dirigées, comme nous allons le voir, sur la régulation transcriptionnelle mais 
également sur la régulation traductionnelle. 
 
1. Le gène du FGF-1
Le gène du FGF-1 s’étend sur plus de 100 kb sur le bras long du chromosome 5 (5q31-q32, 
Chiu et al ; 1998). Il comporte 3 exons codants supportant une phase ouverte de lecture de 
440 nt et permettant la synthèse d’une protéine unique de 16 kDa. L’exon 3 porte le site de 
polyadénylation à environ de 3100 nt en aval du codon stop (Chiu et al ; 1998). La 
particularité du FGF-1 est d’être exprimée sous la dépendance de 4 promoteurs distincts 
répartis sur 70 kbp. Ces 4 promoteurs produisent de multiples transcrits désignés comme 1A-
1B-1C-1D. Chez les hommes, ces transcrits différent les uns des autres pour les exons 5’ non 
traduit, désignés par -1A,-1B,-1C,-1D (Figure 35), issus de l’épissage alternatif de chacun 
d’entre eux au niveau de l’exon 1 (Myers et al ; 1993, Payson et al ; 1993). Des expériences 
de protection aux RNAses (RPA) ont été utilisées pour montrer que l’expression des transcrits 
du FGF-1 est régulée de manière tissu-spécifique par de multiples promoteurs (Myers et al ; 
1993 ; Myers et al ; 1995b). De cette manière, on a pu montrer que le promoteur A était 




activés de façon inductible dans certains types cellulaires comme les cellules musculaires 
lisses en culture et dans des conditions bien définies. Les sites d’initiation de la transcription 
de chacun des variants ont été caractérisés par des expériences de RPA et d’extension 
d’amorce (Myers et al ; 1993, Chotani and Chiu ; 1997, Payson et al ; 1998). Chez la souris, la 
structure du gène humain est conservée ainsi que les exons non traduits. La protéine FGF-1 








Figure 35 : Représentation schématique du gène FGF-1. Le gène du FGF-1 est constitué de 4 
promoteurs tissu-spécifiques A, B, C, D. (Martineau et al ; 2004).
 
1. 1 Le promoteur A
Les transcrits originaux du promoteur A furent les premiers clonés à partir d’ARNm extraits 
de cerveau (Crumbley et al ; 1990) d’où la protéine avait été préalablement purifiée et 
séquencée (Gimenez-Gallego et al ; 1985). Ce promoteur contient une boîte TATA en 
position -29 et un variant de la boite CCAAT (CCAGT) en position -70. Le site de départ de 
transcription est unique et génère un exon 5’ non traduit de 398 nucléotides jusqu’au site 
donneur d’épissage. Ce promoteur tissu-spécifique est actif dans le rein, le cœur, les vaisseaux 
sanguins et les intestins (Chotani et Chiu ; 1997). On notera la très forte homologie du 
promoteur A ainsi que de l’exon 5’ non-codant -1A entre l’homme et la souris. Les zones 
d’expression de cet exon sont les même que chez l’homme (Madiai et al ; 1999). 
 
1. 2  Le promoteur B
Le promoteur B ne contient aucune boîte TATA générant de nombreux points d’initiation de 






l’exon 1. Les expériences de RPA ont également mis en évidence 2 autres sites d’initiation de 
la transcription situés plus en amont, 135 et 140 nucléotides respectivement. Le promoteur B 
est défini comme spécifique du cerveau et de certaines lignées spécifiques de gliome (Myers 
et al ; 1993). L’expression dans le cerveau a été précisée par des expériences d’hybridation in 
situ, dans les neurones senseurs et moteurs du cerveau et de la colonne vertébrale. En 
revanche, il n’est pas présent dans les cellules gliales (Alam et al ; 1996). L’analyse de 78 
gliomes malins a montré que 91% d’entre eux expriment le FGF-1. Cette expression de FGF-
1 est uniquement due au fonctionnement du promoteur B (Chiu et al ; 2001). Une analyse plus 
fine de la structure du promoteur B a permis d’isoler la séquence minimale située à 830pb en 
amont du site de transcription. Une région régulatrice RR-2 a été caractérisée entre les 
nucléotides -492 et -467 et fixe un hétérodimère contenant une protéine ubiquitaire de 98 kDa 
et une protéine de 37kDa, p37 brn (Ray et al ; 1997). Cette protéine, clonée à partir d’ADNc de 
cerveau, code pour un variant d’épissage contenant le domaine bHLH de la protéine E2-2 (ou 
SEF2-1) et reconnait un site spécifique de 18bp (- 489 à – 467). La présence de p37brn est 
nécessaire au fonctionnement du promoteur B (Liu et al ; 1998). La spécificité du promoteur 
B a été évaluée en construisant des lignées de souris transgéniques exprimant l’antigène grand 
T du SV40. Les lignées ainsi produites ont une espérance de vie de l’ordre de 5 à 7 mois et 
développent des tumeurs dans le cortex, l’hippocampe, le cervelet, et la colonne vertébrale 
avec une pénétrance complète (Chiu et al ; 2001). 
1. 3  Le promoteur C et D
Le promoteur C et D sont tous deux minoritaires, ils ne contiennent pas de boîte TATA 
générant un point majoritaire d’initiation de la transcription situé à 111 nucléotides, 
respectivement du site donneur d’épissage avec l’exon 1 (Myers et al ; 1993, Payson et al ; 
1993). Il est fonctionnelle dans les cellules cancéreuses de prostate et de sein ainsi que dans 
les glioblastomes, et dans les cellules musculaires lisses (CML) dans certaines conditions 
(Chotani et al ; 1995, Payson et al ; 1998). Ce promoteur est stimulé par l’ajout de TGF-, 
d’ester de phorbol ou de sérum après une privation. Cette sensibilité est due à la présence 
d’élément de réponse aux androgènes et à l’AMPc au niveau des séquences promotrices cibles 
de la cascade de signalisation de la famille des GTPases RAS (Payson et al ; 1998, Chotani et 





2. Le transcrit du FGF-1
 
La présence de quatre promoteurs donne lieu à quatre transcrits : ARNm-A, B, C, D de par un 
épissage alternatif avec l’exon 1. Cet épissage alternatif implique l’utilisation d’un site 
accepteur d’initiation, situé à 36 nucléotides en amont du codon AUG initiateur du FGF-1. La 
présence d’un codon stop avant l’AUG initiateur rend impossible la formation d’une autre 
forme de FGF-1 à partir de la région 5’UTR. Ces quatre ARNm diffèrent ainsi par leur région 
5’UTR (Figure 36), où il a été identifié des structures IRES sur 2 des 4 transcrits. Bien qu’ils 
possèdent une région 5’UTR différente, ils ont en commun un même cadre de lecture et une 
même région 3’UTR. Ce qui fait du FGF-1 un gène extrêmement et finement régulé au niveau 







Figure 36 : Représentation schématique des ARN messagers du FGF-1 humain. Deux des quatre 
transcrits du FGF1 contiennent un IRES dans leur région 5’UTR. Ces deux transcrits sont : le transcrit 
A exprimé spécifiquement dans le cœur et le rein et le transcrit C exprimé de façon inductible comme 
le transcrit D. Le transcrit B qui ne contient pas d’IRES et est exprimé spécifiquement dans le cerveau.
(Martineau et al ; 2004) 
3. Fonction et rôle du FGF-1
Le FGF-1 est une protéine a effet pléiotropique, il joue un rôle dans l’induction mitogénique 
de certain type cellulaire mais également dans la différenciation (Burgess et Maciag ; 1989). 
Le FGF-1 est évidemment connu pour ces propriétés angiogéniques (Thomas 1986) et est 
actuellement en phase III d’essai clinique comme traitement de revascularisation de 
l’ischémie sévère du membre inférieur. Il ne contient pas de peptide signal d’export, ainsi il 
est sécrété par des voies de sécrétion non classiques. Le FGF-1 est unique dans la famille des 





















(Ornitz et al ; 1996). Le FGF-1 joue un rôle dans la progression tumorale, le développement, 
la vascularisation, dans le développement neural, d’une part par sa capacité à faire différencier 
les cellules souches en neurones, en astrocytes et en oligodentrocytes (Brustle et al ; 1999), 
également dans sa capacité à maintenir des neurones dissociés en culture (Walicke et al ; 
1986). Il est montré comme ayant des fonctions dans la myogenèse, notamment dans 
l’induction de la prolifération des myoblastes (Christopher et al ; 1987), mais également 
comme un inhibiteur de la différenciation des myoblastes en myotubes (Christopher et al ; 
1987). Bien qu’il a été décrit comme un régulateur négatif du développement du muscle, un 
niveau élevé de FGF-1 est observé durant la régénération du muscle de souris déficiente en 
dystrophine mdx (Olivier et al ; 1992) et chez les patients atteint de dystrophie musculaire 
Facioscapulohumoral (Satio et al ; 2000). De fait, il a été démontré par la suite que le FGF-1 
intracellulaire présente une fonction activatrice de la différenciation des myoblastes (Uruno et 
al ; 1999). Ce rôle controversé du FGF-1, dans la différenciation des myoblastes, reste malgré 
tout très discuté, d’où l’importance de mener à bien l’étude des mécanismes moléculaires de 




Comme vu précédemment, la régulation de l’expression génique au niveau de la 
traduction intervient dans de nombreuses situations biologiques. La traduction est 
régulée par des éléments en cis des ARNm, situés dans les régions 5’ et 3’ non 
traduites (NT), ainsi que par des facteurs en trans capables de se lier à l’ARN. Les 
IRES (internal ribosome entry sites) sont des activateurs traductionnels qui permettent 
la traduction d’ARNm dans des conditions où le mécanisme classique de traduction 
dépendante de la coiffe est bloqué. Ceci se produit en cas de stress (hypoxie, 
apoptose, différenciation). Les FGFs (fibroblast growth factors) ont été décrit comme 
des inhibiteurs de la différenciation myoblastique lorsqu’ils agissent en tant que 
mitogènes extracellulaires. Cependant, le FGF1 intracellulaire a été décrit comme un 
activateur de cette différenciation, indiquant que sa régulation dans les myoblastes est 
cruciale. L’équipe a montré  que l’IRES du FGF1 (brevet Généthon-Inserm) était un 
activateur du transfert de gène dans le muscle squelettique. L’objectif de ma thèse 
repose, dans un premier temps, sur l’étude du rôle du FGF-1 au cours de la 
myogenèse. Dans un deuxième temps, mes travaux de thèse s’orientent dans 
l’identification et la caractérisation de facteur protéique en utilisant une nouvelle 
technologie dite de résonnance plasmonique de surface BIA (Biomolecular Interaction 
Analysis), couplé à la spectrométrie de masse (Couplage BIA-MS). Tout ceci nous a 
amené ainsi à la description d’un mécanisme moléculaire impliquant un dialogue 
entre le promoteur F1A, l’IRES-A du FGF-1 au cours de la myogenèse. En parallèle, 
j’ai étudié également l’étude de l’influence de la région 3’NT sur IRES-A en présence 
ou non du promoteur F1A, montrant ainsi un rôle activateur traductionnel IRES 
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Quantification of the bicistronic mRNA 
(RT qPCR)
Figure S1. qRT-PCR quantification of LucR and LucF 
RNAs synthezised from the bicistronic vector 
containing the IRES A. The level of amplified LucF 
cDNA is expressed relative to the corresponding level 
of amplified LucR cDNA. The graph show the mean 
 s.e.m. of the deltaCt (CtLuc –Ct mRL8) obtained in 
at least 3 independent experiments.




TABLE I: Activities of the four different promoters of FGF-1 during myoblast 
differentiation 
 
Data shown here are in arbitrary units and represent mean ± s.e.m. of LucF activities which 
expression is under the control of the different promoters mentioned. LucF activities were 
measured in C2C12 cells in proliferation (P) and 1 to 5 days after induction of their 
differentiation (D1 to D5). 
 
 


































LA TRADUCTION COUPLE A LA TRANSCRIPTION DU 
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Fibroblast growth factor 1 (FGF1) is induced during myoblast differentiation at both 
transcriptional and translational levels. Here, we identify hnRNPM and p54nrb/NONO bound 
to the FGF1 promoter as well as to mRNA internal ribosome entry site (IRES). Co-
immunoprecipitation demonstrates that these proteins interact with RNA polymerase II C-
terminal domain and belong to a single complex translocated to the cytoplasm. Knockdown of 
these proteins shows that they activate transcription as well as IRES-dependent translation 
during myoblast differentiation. Importantly, mRNA transfection and promoter deletion 
experiments clearly demonstrate that the transcriptional event is necessary for hnRNPM/p54 
to activate translation. Knockdown of either hnRNPM or p54 also blocks endogenous FGF1 
induction and myotube formation, demonstrating the physiological relevance of this 
mechanism and the role of these two proteins in myogenesis. The hnRNPM/p54 complex 
exhibits the double role of transcription factor and IRES trans-acting factor (ITAF), revealing 
a transcription-coupled-to-translation mechanism. Co-transcriptional ITAF recruitment 
appears to be essential in the activation of IRES-dependent translation during myogenesis. 
 
INTRODUCTION
Gene expression in eukaryotes is regulated at multiple levels. Transcription, as well as post-
transcriptional processes such as mRNA splicing, polyadenylation, degradation and 
translation, require a wide range of multi-component cellular machines in order to finely 
control protein production. For a long time, these steps have been considered to be a simple, 
linear assembly line. However, it has become apparent that gene expression, including steps 
such as transcription, capping, splicing, polyadenylation, RNA export and degradation, is 




resulting from the co-transcriptional loading of mRNA processing proteins by the C-terminal 
domain of RNA polymerase II seemed to exclude translational regulatory complexes (2).  
The fibroblast growth factor 1 (FGF1) gene provides an attractive system to decipher a 
mechanism of coupling between transcription and translation. Indeed, we have recently shown 
that this growth factor is induced both transcriptionally and translationally during myoblast 
differentiation (3). The FGF1 gene contains four promoters A, B, C and D, which are either 
tissue specific or inducible (4,5). Transcription from each promoter generates alternative 
splicing of exon 1, leading to four mRNAs with distinct 5' untranslated regions (5'UTR), each 
of them expressing the same protein, FGF1. Two of these 5' UTRs contain internal ribosome 
entry sites (IRES) (6). IRESs have been described in several mRNAs containing long 
structured 5' UTRs, mostly coding proteins involved in the control of gene expression (7). 
They allow translation to occur in conditions when the classical mechanism of cap-dependent 
translation is blocked, which happens not only in response to stress but also under specific 
physiological conditions (8). We have recently shown that while cap-dependent translation is 
blocked during the first steps of myoblast differentiation, the FGF1 mRNA is translationally 
induced, mediated by IRES A from the promoter A transcribed isoform (3). FGF1 IRES-
mediated translational induction is concomitant with transcriptional activation at promoter A 
and drastically enhanced when transcription is controlled by promoter A, compared to the 
cytomegalovirus (CMV) promoter (3).  
Although it seems paradoxical, the existence of a coupling mechanism between transcription 
and IRES-dependent translation is supported by several observations in the literature 
describing the regulation of IRES activity by IRES trans-acting factors (ITAFs). Indeed, most 
ITAFs are nuclear proteins primarily identified as splicing regulators. The first to be 
identified, pyrimidine tract binding protein (PTB), was described as an intron-binding protein 




Several years after being identified as an ITAF for EMCV IRES, PTB has been shown to 
control several cellular IRESs such as APAF-1, BAG-1 or Bip (11-13). Other splicing 
regulators such as hnRNPK, hnRNPC1/2, hnRNPA1 or RBM4 have been identified as ITAFs 
(14-18). Interestingly, ITAF function has been shown to be related to their dual subcellular 
localization, as their role as translational regulators requires that they be translocated from the 
nucleus to the cytoplasm (19,20). The nucleo-cytoplasmic translocation of such proteins 
provides a mechanistic basis to hypothesize that the nuclear binding of these proteins to 
mRNAs can occur in the nucleus and influence translation into the cytoplasm. 
Although the FGF1 IRES A has been reported to be stimulated during myoblast 
differentiation and muscle regeneration, nothing was known about ITAFs responsible for such 
regulation (3). Also unknown were the transcription factors responsible for promoter A 
induction in muscle. In the last few years, a state-of-the-art technology has emerged, 
biomolecular interaction analysis (BIA), which uses a surface plasmon resonance 
phenomenon to characterize macromolecular interactions (21). BIA has been recently 
optimized to enable the recovery and identification of interacting molecules by coupling BIA 
with mass spectrometry (MS). BIA-MS has proven successful in the identification of the 
partners in protein-protein interactions as it provides a high sensitivity compared to classical 
affinity chromatography approaches and permits identification from small quantities of bound 
ligands. A very reproducible "microelution" is now possible with the BIACORE 3000 
instruments. This novel technology was selected in the present study to search for proteins 
bound to the FGF1 promoter A and IRES A during myoblast differentiation to find candidate 
ITAFs and transcription factors involved in the transcription-translation coupling mechanism.  
In the present report, we identified hnRNPM and p54nrb/NONO as bound to both the FGF1 
promoter A and IRES A, as well as to the RNA polymerase II C-terminal domain, in 




complex and are translocated from the nucleus to the cytoplasm during differentiation. A 
knockdown approach revealed that the two proteins exhibit dual functions of transcription 
factor and ITAF. Importantly, transcription is required for the IRES to be activated by 
hnRNPM and p54nrbNONO. Furthermore, p54 or hnRNPM knockdown inhibited myotube 
formation. 
MATERIAL AND METHODS 
Plasmids 
Plasmids (P1A-luc, P1B-luc, P1C-luc, and P1D-luc) used to measure promoter activities were 
kindly provided by Dr. I.M. Chiu. The bicistronic plasmids with the CMV promoter and 
FGF1 IRES A (pCRF1AL2) or EMCV IRES (pCREL2), with the FGF1 promoter A and 
IRES A (pP1ARF1AL2) were previously described (3). Plasmid construction details are 
available upon request. 
Cell culture and transfection 
C2C12 myoblasts were maintained in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) with 
20% fetal calf serum in 100-mm diameter dishes at 37°C with 5% CO2. For differentiation, 
cells were changed into fusion medium (DMEM with 5% horse serum). 
Transient transfections were performed in 6-well dishes using 1 μg plasmid with FuGene-6 
(Roche Molecular Bochemichals, Mannheim, Germany) and Optimem (Gibco-BRL, 
Invitrogen, Paisley, United Kingdom). Plasmids are described in Mat. & Meth. 
Small interference RNAs were from Dharmacon siGENOME SMARTpool hnRNP M siRNA, 
siGENOME, SMARTpool p54nrb/NONO siRNA and siGENOME non-targeting siRNA. 





For mRNA transfection, cells were transfected using Lipofectamine 2000 (Invitrogen) 
according to the manufacter’s recommendations, with 2μg of each bicistronic mRNA. Cells 
were incubated at 37°C for 12h before harvesting and analysis. 
Cell fractionation 
C2C12 cells on 14 cm culture dishes were rinsed twice in cold phosphate-buffered saline 
(PBS 1X). Cells were scraped with a rubber policeman in 1 ml PBS 1X and pelleted by 
centrifugation at 2500g for 10 min at 4°C. The pellet was resuspended in the 400μl buffer A 
(10mM HEPES pH7.9; 10mM KCl; 0,1mM EGTA; 1mM DTT; 1X proteases inhibitors). The 
cells were allowed to swell on ice for 15 min. 25μL the buffer B (100 Mm HEPES; 100 mM 
KCL2; 10 mM EGTA; 500 mM MgCL2; 10 % NP40) was added and the tube was vigorously 
vortexed for 10sec. The homogenate was centrifuged for 30 sec; the supernatant containing 
cytoplasmic extract was recovered. The nuclear pellet was resuspended in 50μl the ice-cold 
buffer C ( 20 mM HEPES, 400 mM NaCl; 1mM EGTA; 1 mM DTT; 1% proteases inhibitors) 
and vigorously rocked at 4°C for 15 min on a shaking platform. The nuclear extract was 
centrifuged for 5 min at 4°C and the supernatant recovered.
Preparation of biotinylated RNA and DNA, and of capped and polyadenylated mRNA 
The FGF1 5’UTR cDNA containing the IRES A sequence obtained by PCR was cloned in the 
pCR 4Blunt-TOPO plasmid (Invitrogen) downstream the T3 sequence. The IRES T3 promoter 
fragment was cut with NcoI and transcription was performed with the MEGAscript T3 
(Ambion), as per the manufacturer’s protocol, in the presence of UTP-16-biotin (Roche 
Diagnostics GmbH), and the newly synthesized was purified using an RNeasy column 




with the 5’ biotin primers purchased from Invitrogen: primer 5’biotin forward: 
5'agcttaggtgaggagcctttcca-3', reverse: 5'accctgaaaggcagatgtgg-3',  
The purification PCR products were performed by the Nucleospin Extract II kit (Macherey-
Nagel). 
Capping and polyadenylating bicistronic RNA containing FGF-1 IRES-A or EMCV IRES 
were obtained by PCR from bicistronic plasmid pCRF1AL2, pCREL2 respectively with the 
primers oligo(dt) purchased from (Sigma). Transcription in vitro was performed with 
mMessage mMachine T3 Ultra kit (Ambion) according to the manufacter’s recommendations. 
 
BIA-MS experiments. 
SPR experiments were performed on a Proteon XPR36 (Biorad) and BIAcoreTM 3000   (GE 
Healthcare) apparatus. The biotinylated targets RNA and DNA were immobilized on  NLC 
sensorchip (Biorad) or carboxymethylated dextran sensor chips coated with streptavidin (SA 
sensorchip BIAcore) prepared according to the manufacturer’s instructions. All RNA DNA 
samples were prepared in HBS-EP buffer (0.01 M HEPES, pH 7,4; 15 M NaCl; 3mM EDTA; 
0.005% 20 surfactant). The proteins were injected at 20μl/min at 20°C, at 500μg/ml 
concentration across the sensor surface in this buffer. The regeneration of the RNA, DNA 
coated surface was achieved at 90 sec with a solution (20mM TEA; 0,5 M Urea). 
Eluted protein samples (6μL) were digested by the addition of 10μL of a solution of modified 
trypsin in 25 mM NH4HCO3 (20 ng/μL, sequence grade, Promega, Charbonnières, France) at 
37°C for 4h. The peptides mixtures were analyzed by nanoLC-MS/MS using a 
nanochromatography system (Ulmitate, Dionex) coupled to a Q-Star (Applied Biosystems, 
Altringham, USA) or an LTQ-Orbitrap (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Germany) mass 
spectrometer. Five microliters of each sample were loaded on a C18 precolumn (300μm inner 




min of desalting, the precolumn was switched on line with the analytical C18 column (75-μm 
inner diameter x 15 cm; PepMap C18, Dionex) equilibrated in 95% solvent A (5% 
acetonitrile, 0.2% formic acid) and 5% solvent B (80% acetonitrile, 0.2% formic acid). 
Peptides were eluted using a 5-50% gradient of solvent B during 80 min at a 300 nl/min flow 
rate. The mass spectrometer was operated in data-dependent acquisition mode. MS spectra 
were acquired on the 300–2000 m/z range and the three most intense ions were then selected 
for CID fragmentation. Dynamic exclusion was used within 60 s to prevent repetitive 
selection of the same peptide.
Database Search and Data Analysis—The Mascot Daemon software (version 2.3.2, Matrix 
Science, London, UK) was used to perform database searches in batch mode with all the raw 
files acquired on each sample. Data were searched against all entries in the SwissProt Human 
Mouse_20090127 protein database (36322 sequences; 19974433 residues). Oxidation of 
methionine was set as a variable modification for all Mascot searches. Specificity of trypsin 
digestion was set for cleavage after Lys or Arg except before Pro, and one missed trypsin 
cleavage site was allowed. The mass tolerances in MS and MS/MS were set to 5 ppm and 0.6 
Da, respectively. Mascot results were parsed with the in-house developed software Mascot 
File Parsing and Quantification (MFPaQ) version 4.0 (Bouyssié et al, MCP 2007) and protein 
hits were automatically validated if they satisfied a false discovery rate (FDR) of 1% with 
peptides of a minimal length of 8 amino acids.  
ChIP 
Genomic DNA was extracted, fragmented from C2C12 extracts using a ChIP kit (Diagenode) 
and subjected to immunoprecipitation using antibodies anti-hnRNPM (1/D8) (Santa Cruz 




(TBP). The immunoprecipitates were qPCR-amplified using according to the manufacturer's 
instructions. 
RNA immunoprecipitation (RIP) 
RNA-binding protein immunoprecipitation (RIP) is the RNA analog of the more well-known 
ChIP application and used to identify specific RNA molecules (of many types) associated 
with specific nuclear or cytoplasmic binding proteins. RNA was purified from C2C12 extracts 
using a RIP kit (Millipore) and subjected to immunoprecipitation using antibodies anti-
hnRNPM (1/D8) (Santa Cruz Biotechnologies), anti-p54nrb/NONO (BD Bio-sciences). The 
immunoprecipitates were analysed by RT-PCR using the kit (High Capacity cDNA Reverse 




C2C12 cells were harvested in 1 ml PBS (1X) 25 μl of Protein G-plus (antibody hnRNPM 
1D8 Santa Cruz Biotechnologies) or Protein A (antibody p54nrb/NONO Santa Cruz 
Biotechnologies) and washed four times in 500μl of cytoplasmic, nuclear or total extraction 
buffer (IP buffer). Cell fractionation is described in Mat. & Meth. Beads were resuspended 
either the primary antibody (2μg) of interest (anti-PolII CTD (Abcam, 8WG16), anti-
hnRNPM (Santa Cruz Biotechnologies, 1/400) or anti-p54nrb/NONO (BD Bio-sciences, 
1/400) or with the proteins extracts (pre-clear stade)) for 2 hour at 4°C with rocking and 
centrifuged at 2500g at 4°C for 1 min. The supernatant (pre-clear) was recovered and 
incubated with the antibody-coated beads or only with the beads and rocking overnight at 




4°C. The pellets were denatured in 20μl of protein blue 5X (50 mM Tris HCL, 50 mM 
EDTA, 10%SDS, 50% glycerol, 0, 02% Bromophenol of blue) for SDS-PAGE analyses. 
Western blots are described in Mat. & Meth. 
Western blotting 
C2C12 were harvested in lysis buffer (50mM Tris-HCL pH8, 150mM NaCl, 1mM EDTA, 1% 
NP40, 20μl protease inhibitor mixture (Roche) and clarified by centrifugation at 13000 rpm 
for 10 min at 4°C. Proteins supernatant were quantified using the Bradford method (Biorad). 
Primary antibodies were mouse monoclonal antibodies against PolII CTD (Abcam, 8WG16), 
hnRNPM (Santa Cruz Biotechnologies, 1/400), p54nrb/NONO (BD Bio-sciences, 1/400), 
myogenin (Santa Cruz Biotechnologies 1/400), Glyceraldehyde 3-phosphate deshydrogenase 
(GAPDH, Santa Cruz biotechnologies 1/10000) and the rabbit polyclonal FGF1 (F5521, 
sigma, 1/400). Secondary antibodies were peroxidase-conjugated- AffiniPure Donkey Anti-
Rabbit IgG and AffiniPure Donkey Anti-Mouse IgG (Jackson ImmunoResearch, Baltimore, 
1/10000).  
Protein detection was carried out using Supersignal West Pico Cheluminescent Substrat and 
ECL western blotting substrate (ThermoScientific, USA). 
RNA extraction and real time qRT-PCR.
Total RNA was isolated from C2C12 cells using Nucleospin RNA II kit (Macherey-Nagel). 
After DNase I treatment (DNase I Amplification Grade, Invitrogen), reverse transcription was 
performed with the High capacity cDNA Archive Kit (Applied Biosystems, Foster City, CA). 




Quantitative PCR was performed on a Stepone sequence detection system (Applied 
Biosystems) using Sybr Green PCR Master Mix (Applied Biosystems) for detection of LucF, 
LucR, and 18S transcripts. 
Primer sequences are available upon request. 
 
Reporter Activity assay 
Protein from C2C12 cells was extracted with reporter Passis Lysis buffer (Promega) and 
protein concentration was quantified by Bradford Standard Assay. Quantification of 
bioluminescence was performed with a luminometer (Centro LB960, Berthold) using the 
Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega France). 
 
RESULTS  
BIA-MS Identification of p54nrb/NONO and hnRNPM bound to the FGF1 promoter and 
IRES. BIA-MS technology was used to identify proteins bound to the FGF1 promoter A and 
IRES A. Biotinylated promoter DNA and IRES RNA were immobilized on the biacore 
streptavidin sensorchip (Fig. 1A). Total or nuclear cell extracts, from proliferating or 
differentiating C2C12 cells (day 2), were injected into the BIACORE 3000 apparatus to 
obtain the association phase (Fig. 1B). Interestingly, a significant association was obtained 
with extracts of differentiating cells, but not with proliferating cell extracts. Bound proteins 
were recovered and identified by nanoLC-MS/MS after tryptic digestion (Fig. 1C and Suppl 
Table I). Proteins from total extracts bound to the IRES included: 1) ribosomal proteins and 
elongation factor eEF1A1, expected to be involved in translation and 2) nuclear proteins 
including several histones, nucleophosmin, and the splicing protein hnRNPM (22-24) (Fig. 
1C, Suppl Table 1A). Using nuclear extracts, we identified IRES interactions with the splicing 




protein involved in both splicing and transcription (22,23)(Fig. 1C, Suppl. Table IB). 
Interestingly, none of these proteins was bound to the EMCV IRES used as a control (Fig. 1C, 
Suppl. Table IC).  Several DNA binding proteins were identified as interacting with the FGF1 
promoter: Poly(ADP-ribose)polymerase (PARP), transcriptional activator Pur, ATP-
dependent DNA helicases KU70 and KU86 and p54nrb/NONO, which was also bound to the 
IRES (Fig. 1C, Suppl. Table ID). The dual presence of p54nrb/NONO promoted it as the most 
interesting candidate. Furthermore, its interaction with hnRNPM and co-localization within 
defined nuclear structures incited us to focus on the role of these two proteins in the 





Figure 1: Identification of RNA and DNA binding proteins by BIA-MS A. BIACORE 3000 
analysis using surface plasmon resonance. Left: The ligand corresponding to biotinylated RNA or 
DNA is immobilized by streptavidin coupled to the sensorchip gold surface. On the other side of the 
sensorchip, a light source is directed to the sensorchip through a prism and is reflected in all angles 
except one at which it is absorbed into the gold surface in the form of an evanescent wave. The 
binding of the analyte corresponding to RNA or DNA binding proteins to the ligand results in a 
change in the index of refraction proportional to the number of bound molecules. This generates a shift 
in the absorption angle that is recorded by the detector and appears on a sensogram. Right: Sensogram 
generated during a binding cycle followed by protein recovery. The response appears in resonance 




recovery is achieved at 800 s and the RU indicates the efficiency of dissociation of the bound 
proteins. B: C2C12 protein binding and recovery.Total extracts of proliferating or differentiating 
C2C12 myoblasts (left) or nuclear extracts of differentiating C2C12 (right) were injected as analytes in 
several BIACORE 3000 channels after immobilization of ligands corresponding to FGF1 IRES A 
RNA (nt 1 to 442) or promoter A DNA (distal part nt 1 to 391). Bound proteins were recovered as 
described in Mat. & meth. C: Mass spectrometry analysis of proteins recovered from the 
BIACORE 3000 experiments. For each BIA-MS experiment, 6 recovery cycles were pooled to 
obtain a sufficient RU quantity (about 2000 RU). The mass spectrometry analysis was performed as 
described in Mat. & Meth. only with the recovery of differentiating myoblasts, as the RU was too 
weak for Table 1, whereas the most significant proteins (RNA and DNA binding proteins) are listed. 
In red, hnRNPM and p54nrb/NONO that have been selected as the most interesting candidates for the 
transcription-translation coupling mechanism.
Identification of p54nrb/NONO and hnRNPM bound to FGF1 promoter and IRES in 
differentiating, but not proliferating myoblasts. Interaction of hnRNPM and 
p54nrb/NONO with the promoter was analyzed by chromatin immunoprecipitation (ChIP), 
using DNA extracts either from proliferating or differentiating myoblasts (Fig. 2A). We 
checked by immunoprecipitation that the two proteins are expressed in proliferating and in 
differentiating cells (Suppl Fig. S1A). However no interaction was detected with either of the 
two proteins in proliferating cells, whereas significant interaction was observed with both 
proteins in differentiating myoblasts. RNA immunoprecipitation (RIP) was also performed 
using anti-hnRNPM or anti-p54 antibodies revealing, here again, that the two proteins interact 
with the FGF1 IRES RNA in differentiating, but not in proliferating myoblasts (Fig. 2B, 2C 
and 2D). These data demonstrated that hnRNPM and p54nrb/NONO interact with FGF1 
promoter A and IRES A only in differentiating myoblasts. Thus, interaction between these 
two factors fully correlates with the activities of promoter and IRES, inactive or very weak in 
proliferation and induced at day 2 of differentiation, suggesting that these proteins might be 
transcription factors responsible for the specific activation of FGF1 mRNA transcription as 







Figure 2: Interactions and subcellular localization of hnRNP M and p54nrb/NONO proteins. 
 A. ChIP assays were performed as described in Mat. & meth. with genomic DNA extracted and 
fragmented from C2C12 extracts in proliferation (left panel) or differentiation 2 days after serum-
starvation treatment (right panel). Immunoprecipitation experiments were performed with anti-
hnRNPM (1/D8), anti-p54nrb/NONO, anti-TBP antibodies or without antibodies and qPCR 
quantification was achieved with primers specific to the 1-391 FGF1-A promoter fragment. 
Experiments were repeated at least three times. B-D. RIP assays were performed as described in Mat 
et Meth with cell lysates from proliferating or differentiating myoblasts. HnRNPM and p54 were 
detected in the lysate by Western blot (B). Immunoprecipitations were achieved with with anti-
hnRNPM (1/D8), anti-p54nrb/NONO antibodies and RT PCR was performed on immunoprecipitated 






HnRNPM and p54nrb/NONO interact with the RNA polymerase II C-terminal domain. 
The C-terminal domain of RNA polymerase II domain (PolII CTD) has been reported for its 
important role in coupling transcription to different steps in the processing of the pre-mRNA, 
by interacting with multiple components of the pre-mRNA processing machinery and 
localizing them close to nascent pre-mRNA (1,2). Furthermore, p54nrb/NONO has been 
reported to interact with the PolII CTD in HeLa cells (22-24). In order to know whether the 
PolII CTD could also be involved in the loading of proteins on the IRES of the nascent 
mRNA in differentiating myoblasts, co-immunoprecipitation experiments were performed 
with nuclear extracts of proliferating or differentiating C2C12 cells, using an anti-PolII CTD 
antibody, followed by a Western blot with antibodies against hnRNPM or p54nrb/NONO (Fig. 
3A). The results clearly show that both proteins interact with the PolII CTD. Interestingly, 
hnRNPM binding to PolII CTD is significantly increased during myoblast differentiation. 
 
HnRNPM and p54nrb/NONO interact in a same complex and are translocated from 
nucleus to cytoplasm during myoblast differentiation.
While a recent report has shown interaction between hnRNPM and p54 in HeLa cell nuclear 
extracts (25), no data were available about the expression and/or interaction of these proteins 
in myoblasts. Immunoprecipitation experiments using total cell extracts indicated that both 
proteins are expressed in C2C12 and that hnRNPM is more abundant in differentiating (day 2) 
than proliferating myoblasts (Suppl Fig. S1A). Furthermore, co-immunoprecipitation with 
either anti-p54 or anti-hnRNPM antibody clearly showed that the two proteins interact with 
each other and that this interaction increases during differentiation (Fig. 3B). HnRNPM-p54 
interaction was still observed after RNAse treatment, indicating that this interaction is direct 




Protein localization was determined by immunoprecipitation and/or Western blotting using 
nuclear and cytoplasmic C2C12 extracts (Fig. 3C). Clearly both proteins are less abundant in 
the nucleus at day 2 of differentiation. In particular, p54nrb/NONO is not present in the 
cytoplasm during proliferation or at day 1 and appears in cytoplasmic extracts by day 2.  
Altogether these data show that hnRNPM and p54nrb/NONO are present in the same protein 


















Figure 3: Co-immunoprecipitation of hnRNP M and p54nrb/NONO with PolII CTD, and 
subcellular localization. 
A. Interaction of hnRNPM and p54nrb/NONO with the C-Terminal Domain (CTD) RNA polII was 
analysed by co-immunoprecipation using nuclear extract from C2C12 myoblasts in proliferation (P 




specific anti-Pol II CTD monoclonal antibody targeting the YSPTSPS repeat. Protein-protein 
interactions were achieved by Western blotting with antibodies against RNA PolII, hnRNPM and 
p54nrb/NONO as indicated. Mock immunoprecipitation assay was performed in parallel in the absence 
of antibody. The loading control was checked by Ponceau Red staining. B. Association of hnRNPM 
and p54nrb/NONO analysis by co-immunoprecipitation. Immunoprecipitation (IP) and 
coimmunoprecipitation assays on C2C12 total extracts was performed using anti-hnRNPM (1/D8) and 
anti-p54 nrb/NONO monoclonal mouse antibodies respectively. Parallel mock IP assay were performed 
in the absence antibody. Protein identity was determined by Western blotting with antibodies against 
hnRNPM and p54nrb/NONO as indicated. C. Nucleocytoplasmic translocation of hnRNPM and 
p54nrb/NONO during myoblast differentiation. Immunoprecipitation and Western blotting were 
performed for hnRNPM and p54, respectively, using nuclear and cytoplasmic extract of C2C12 in 
proliferation (P) or differentiation one (D1) or two days (D2) after serum-starvation, with monoclonal 
mouse antibodies anti-hnRNPM (1/D8), anti-p54nrb/NONO and anti-GAPDH. GAPDH was used as a 




FGF1 promoter A-driven transcription is induced by hnRNPM and p54nrb/NONO
during myoblast differentiation.
The role of hnRNPM and p54nrb/NONO was studied by a knockdown approach using siRNAs 
efficiently targeting either hnRNPM or p54nrb/NONO (Suppl Fig. S2 and S3A). Endogenous 
FGF1 mRNA A was quantified by RT qPCR in proliferating or differentiating myoblasts 
transfected by siRNAs targeting hnRNPM, p54nrb/NONO or with a non-targeting siRNA (Fig. 
4A). The results clearly show with the siRNA control, the strong induction of FGF1 mRNA at 
day 2 of differentiation. This induction is abolished upon transfection with siRNA against 
hnRNPM or p54nrb/NONO (Fig. 4A, right panel). To demonstrate the role of hnRNPM and 
p54nrb/NONO in the induction of transcription from FGF1 promoter A, proliferating and 
differentiating myoblasts were co-transfected by monocistronic vectors containing firefly 
luciferase under the control of FGF1 promoter A or B and by the siRNAs against hnRNPM or 
p54nrb/NONO (Fig. 4B and 4C). The data showed that promoter A activity is strongly silenced 
by the knockdown of hnRNPM or p54nrb/NONO as well as by the double knockdown during 
differentiation, whereas during proliferation, the two siRNAs unexpectedly activate promoter 
A (Fig. 4B and Suppl Fig. S3B). In contrast, promoter B was not significantly affected by 




(Suppl Fig. S4). These data revealed the role of hnRNPM and p54nrb/NONO complex as 




Figure 4: Involvement of hnRNPM and p54nrb/NONO in the regulation of FGF1 promoter A 
activity during myoblast differentiation. 
A. Knockdown of hnRNPM or p54nrb/NONO prevents endogenous FGF1 mRNA A induction during 
myoblast differentiation. RT qPCR quantification of endogenous FGF1 mRNA A was performed as 
described in Mat. & Meth during C2C12 myoblast proliferation or day 2 differentiation after 




siRNA control. mRNA quantification was standardized with RNA 18S. Experiments were performed 
in triplicates. B and C. Knockdown of hnRNPM or p54nrb/NONO prevents FGF1 promoter A 
induction during myoblast differentiation. C2C12 cells were transfected with plasmids containing the
firefly luciferase gene (LucF) under the control of the FGF1 promoter A or B. 48h later, cells were 
transfected with siRNA siM, sip54 or sic. Luciferase activities were measured as described in Mat. & 
Meth, two days later, from C2C12 myoblasts maintained in proliferation (P grey histogram) or serum-
starved to induce differentiation (Day 2 black histogram).  
FGF1 IRES A-driven translation is induced by hnRNPM and p54nrb/NONO during 
myoblast differentiation.
To evaluate the effect of hnRNPM and p54nrb/NONO on translation mediated by the FGF1 
IRES A, myoblasts were co-transfected with bicistronic vectors containing the FGF1, FGF2 
or EMCV IRES and by siRNAs targeting hnRNPM or p54nrb/NONO (Fig. 5A-5D; Suppl 
Table II). The bicistronic cassette was under the control of either the cytomegalovirus 
promoter, or the FGF1 promoter A. FGF1 IRES activity decreased by 5.6 or 7 fold following 
knockdown of hnRNPM or p54nrb/NONO, respectively, in the presence of the CMV promoter 
(Fig. 5A). Furthermore the double knockdown resulted in a 13.5 fold inhibition (Suppl 
FigS3C). This was observed in differentiating but not in proliferating myoblasts. In contrast, 
the activities of the EMCV and FGF2 IRESs were completely unaffected by the knockdowns 
(Fig. 5C and 5D). When the bicistronic cassette was under the control of the FGF1 promoter 
A, the IRES activity was 39 fold higher than in the presence of the CMV promoter, and more 
strongly affected by hnRNPM or p54nrb/NONO knockdown (8 and 11 fold, respectively), 
while the double knockdown drastically inhibited the IRES activity by 54 fold (Fig. 5B and 
Suppl Fig. S3B). Bicistronic mRNA levels were checked by RT qPCR for both cistrons, 
showing that the two cistrons are present in equal amounts, ruling out any problem of cryptic 
splicing or promoter (Suppl FigS5). As expected, we detected no mRNA variation with the 
CMV promoter  (Suppl Fig. S5A) whereas the mRNA level with the FGF1 promoter was 
strongly downregulated by the knockdowns (Suppl Fig. S5B). 




factors, exhibit the function of ITAFs, required for FGF1 IRES A induction, during myoblast 
differentiation. In addition, the presence of the FGF1 promoter A stimulates the activity of the 
two proteins as ITAFs, suggesting that the recruitment of the hnRNPM-p54nrb/NONO 
complex on the promoter enhances its recruitment on the IRES and consequently its ITAF 
function. 
 
Figure 5: Involvement of hnRNPM and p54nrb/NONO in the regulation of FGF1 IRES A activity 
during myoblast differentiation. 
IRES activities were measured in C2C12 myoblasts in proliferation (P grey histogram) and 
differentiation two days after serum-starvation treatment (D2 black histogram). C2C12 cells were 
transfected as above with bicistronic plasmids and siRNAs. The bicistronic constructs are 
schematized. The bicistronic cassette contains Renilla (LucR) and firefly Luc2CP (LucF) luciferase 
reporter genes whose expression reflects the cap-dependent and IRES dependent translation, 
respectively (3). The bicistronic cassette contains either the FGF1 mRNA IRES A (complete 
5’UTR)(A and B) or the EMCV IRES (C), or the FGF2 IRES (D).  The promoter controlling the 




promoter A (B). IRES activities obtained in proliferating and differentiating myoblasts in the presence 
of the CMV or FGF1 A promoter are represented as LucF/LucR ratios. Luciferase activities are 
presented in Suppl Table II. Experiments were repeated at least three times.  
 
Regulation of IRES activity by the hnRNPM-p54nrb/NONO complex requires a 
transcriptional event. 
To demonstrate the molecular coupling of transcription and translation, i.e. the requirement of 
a transcriptional event for IRES-dependent translation activation by the hnRNPM-
p54nrb/NONO complex, C2C12 cells were transfected either by bicistronic plasmid DNAs, or 
by in vitro transcribed capped and polyadenylated bicistronic mRNAs (Fig. 6; Suppl Table 
III). DNA transfection resulted as expected in a high IRES A activity, strongly induced by 
C2C12 differentiation, and downregulated by the knockdown of hnRNPM or p54nrb/NONO 
(Fig. 6A). In contrast RNA transfection resulted in a 5-10 times lower IRES activity, no 
induction and no regulation by either hnRNPM or p54 (Fig. 6B). These features were not 
observed with the EMCV IRES, whose activity was low after DNA or RNA transfection and 
was not affected by hnRNPM or p54 knockdown (Fig. 6C and 6D). As a negative control we 
used a construct containing a hairpin between the two cistrons instead of an IRES. The 
LucF/LucR ratios in the absence of an IRES were very low for both DNA and RNA 
transfections and were not affected by hnRNPM or p54 knockdown (Fig. 6E and 6F). These 
results, by showing the necessity of a nuclear story for the mRNA, suggested the requirement 
of a transcriptional step to allow IRES induction by the hnRNPM-p54nrb/NONO complex. To 
go further with this hypothesis, we transfected C2C12 with a contruct containing a deleted 
form of promoter F1A exhibiting a very weak transcriptional activity (Fig. 7A). In the 
presence of the deleted promoter, IRES activity was not induced any more, and was 
insensitive to hnRNPM or p54nrb/NONO knockdown (Fig. 7B).  
These two sets of data showed that transcription is required for induction of the FGF1 IRES 








































s were transfected with bicistronic plasmids containing either the FGF1 IRES, or EMCV 
IRES or a hairpin (control without IRES) and with siRNA siM, sip54 or sic, and IRES 
activities measured as in Fig. 3. B, D and F. C2C12 cells were transfected with siRNA siM, 
sip54 or sic and 24h later with bicistronic mRNAs containing either the FGF1 IRES, or the 
EMCV IRES, or a hairpin as above. mRNAs were transcribed in vitro, capped and 
polyadenylated, as described in Mat. & Meth. The LucF/LucR activity ratio was measured 







Figure 7: Influence of transcription level on the activity of the FGF1 IRES A.C2C12 cells were 
transfected with bicistronic plasmids containing either the complete promoter 1A or a deleted 
promoter lacking nucleotides 1 to 391.  Transfected cells were treated 24h later with siRNA siM, sip54 
or sic, and luciferase activities were measured as in Fig. 3A. Activities of promoter 1A and 1A1-391 
reflected by the Luc R activities.
B. Activity of FGF1 IRES A in the presence of promoter 1A and 1A1-391, reflected by the Luc F/ 
LucR ratio as above. 
p54nrb/NONO and hnRNPM are required for FGF1 induction and myotube formation.
To determine whether the hnRNPM and p54nrb/NONO are responsible for endogenous FGF1 
induction during differentiation and if these proteins exhibit a physiological role in the 




werre performed (Fig. 8 and Suppl Fig. S6). Expression of FGF1 and of different muscle 
differentiation markers was analysed by Western Blot. With the control siRNA, we detected 
induction at day 2 of both FGF1 and myogenin, the main marker of myoblast differentiation, 
as previously shown (3). However FGF1 induction during differentiation was blocked by the 
knockdown, as well as induction of myogenin, (Fig. 8A and Suppl Fig. S6A). The knockdown 
also affected Pax3 expression whereas MyoD was not significantly affected (Suppl Fig. S6A). 
Furthermore, formation of myotubes was drastically affected by p54nrb/NONO or hnRNPM 
knockdown, and was still more inhibited by the double knockdown (Fig. 8B and Suppl Fig. 
S6B). Absence of endogenous FGF1 up-regulation upon treatment with siRNA against p54 
and/or hnRNPM confirmed that these two proteins are required for FGF1 induction during 
differentiation. In addition, these data also revealed that p54nrb/NONO and hnRNPM are 
required for differentiation of myoblasts into myotubes, revealing on important role of these 






Figure 8: Role of p54nrb/NONO in myoblast differentiation. A. Effect of p54nrb/NONO 
knockdown on expression of endogenous FGF1 and myogenin (main marker of myoblast 
differentiation). C2C12 cells were transfected with siRNA sip54 or sic. Western blot was 
performed as above using cell extracts of proliferating (P) and differentiating myoblasts (D1 
to D4). GAPDH was used as a normalization control. These data correspond to a 
representative experiment (repeated at least three times).
B. Effect of p54nrb/NONO knockdown on myotube formation. C2C12 cells were transfected 
with siRNA sip54 or sic and myotube formation was followed until day 4 of differentiation by 




Figure 9: Model of coupling between transcription and IRES-dependent translation by 
the hnRNPM-p54nrb/NONO complex.  
The hnRNPM-p54 complex is first recruited on the FGF1 promoter A (F1A) and plays a role as a 
transcription factor, leading to the formation of an RNA polymerase II (Pol II) transcription initiation 
complex. At the start of transcription, the hnRNPM-p54nrb/NONO complex is then transferred onto the 
RNA Pol II C-terminal domain (CTD).   As soon as the IRES is formed on the nascent mRNA, RNA 
Pol II transfers the hnRNPM-p54nrb/NONO complex to the IRES structure, where it plays an ITAF 
role by stabilizing the IRES structure conformation. After mRNA processing, the mRNA associated 






In the present study, we have revealed hnRNPM and p54nrb/NONO, interacting in a single 
complex, as dual-function trans-acting factors activating transcription and IRES-dependent 
translation, responsible for the induction of FGF1 during myoblast differentiation. 
Furthermore the requirement of a transcriptional event for IRES activation deciphers a 
mechanism of coupled transcription/translation. In addition, p54nrb/NONO appears as a 
crucial actor of myoblast differentiation, demonstrating the physiological relevance of this 
new mechanism. This leads us to propose a model whereby the hnRNPM-p54nrb/NONO 
complex is first recruited on the promoter, where it activates transcription, and then is 
transferred onto the RNA polymerase II CTD during transcriptional elongation, which 
facilitates co-transcriptional binding with the nascent mRNA as soon as the IRES structure is 
formed (Figure 7). After transcription and processing, the mRNA associated with the ITAF 
complex is exported to the cytoplasm and IRES-dependent translation occurs. Our data thus 
reveal a molecular mechanism controlling the coordination of nuclear and cytoplasmic events. 
BIA-MS as a leading edge technology for identification of RNA and DNA binding proteins.
On a technological point of view, this pioneering study validates BIA-MS technology as 
applied to the identification of proteins bound to large fragments of DNA/RNA. Kinetic 
studies of RNA-protein interactions using surface plasmonic resonance have been previously 
achieved using recombinant proteins but the present report demonstrates the successful 
recovery of unidentified proteins bound to nucleic acids (26,27). Additionally, we establish 
that BIA-MS is a very powerful approach to fish transcription factors and ITAFs from low-




The HnRNPM-p54nrb/NONO complex coordinates transcription and IRES-dependent 
translation.
Regarding hnRNPM, its dual function of ITAF and transcription factor, discovered in our 
study, represent novel findings, whereas its nuclear interaction with p54nrb/NONO, also 
associated with its partner PSF (PTB-associated binding factor), has been previously reported 
(25). Like other hnRNPs, hnRNPM has been first identified as a splicing regulatory protein, 
associated with early spliceosomes and modulating the alternative splicing pattern of specific 
mRNAs including FGF receptor (24,25). Interestingly, hnRNPM has also been reported to 
influence the localization of nanos mRNA by binding to its 3' UTR (28). The two additional 
functions of hnRNPM shown in our study confirm that hnRNPs are polyvalent, depending on 
the protein partners with which they interact.  
Two hnRNPs have been previously described for their involvement in transcription: hnRNPK, 
reported as a transcription factor interacting with the RNA polymerase II machinery in the c-
myc promoter, and hnRNPAI, involved in the transcription of the KRAS proto-oncogene. 
(29,30). Interestingly, these two proteins also exhibit an ITAF function, although no coupling 
between transcriptional and translational functions has been mentioned (14,15,31).  
P54nrb/NONO has been recently identified as an ITAF required for the myc family of IRESs 
(c-, L- and N-myc), also able to stimulate the APAF-1 IRES  (32). Here we demonstrate that 
p54 is complexed to hnRNPM and translocated to the cytoplasm during myoblast 
differentiation, suggesting that the two proteins activate the FGF1 IRES A as a complex, 
which may be specific to the FGF1 IRES A.  Indeed, all IRESs are not activated during 




Coordination between transcription and IRES-dependent translation mediated by RNA 
polII CTD, a new mechanism for gene regulation. 
Crosstalk between transcription and translation, although very little documented, appears as a 
more and more important concept (33). A few years ago, it has been shown that the 
Drosophila insulin-like receptor (dINR) IRES is regulated by a functional coupling of 
transcription and translation by a feedback mechanism (34). In response to low nutrients or 
insulin treatment, transcription of dINR mRNA is induced concomitantly to that of d4E-BP 
mRNA. Consequently, cap-dependent translation is blocked and the translation machinery 
becomes available for IRES-dependent translation of dINR mRNA. Recently, it has been 
reported that efficient translation in the cytoplasm depends on association of yeast proteins 
Rpb4/7 with RNA PolII in the nucleus (33). The mechanism shown here corresponds to a 
direct molecular coupling of transcription and translation, where the same protein complex 
activates both promoter and IRES. Coordination of transcriptional and translational processes 
is demonstrated by ITAF binding to RNA polII CTD, and above all by our demonstration of 
the requirement of a transcriptional event to activate IRES-dependent translation. Such 
coordination of translation with transcription involves a similar mechanism as that described 
for splicing and other nuclear steps of mRNA processing, but the most striking feature of the 
present mechanism is its ability of coupling a nuclear process with a cytoplasmic process 
(1,2).  
The importance of ITAF subcellular localization in the regulation of their activity appeared a 
few years ago, with the first observation that a nuclear event is required in the control of c-
myc IRES activity (35). More recently it has been shown that shuttling of ITAFs such as 
hnRNPAI, RBM4, PTB and PCBP1 between the nucleus and the cytoplasm influences their 
activity (14,18,31,36). Two different mechanisms have been proposed (19): 1) the nuclear 




sequestration of the mRNA in the nucleus until an appropriate signal occurs, allowing 
cytoplasmic export and translation, 2) the ITAFs may be primarily located in the nucleus to 
keep them separate from their target IRESs to await translation until a signal warrants their 
accumulation in the cytoplasm. These two models could apply to cellular and viral IRESs, 
respectively, as explained by Semler & Waterman who argue that nuclear versus cytoplasmic 
synthesis of IRES-containing mRNAs is a major determinant in assembling different RNA–
protein complexes (20). The synthesis of uncapped picornaviral mRNAs occurs in the 
cytoplasm, in contrast to the cellular mRNAs transcribed in the nucleus and then exported in 
the cytoplasm. Our study not only reinforces the hypothesis that ITAFs bind to their target in 
the nucleus, but further elaborates this model by showing that ITAF- mRNA interaction is co-
transcriptional and influenced by transcription factors.  
Transcription-translation coupling, a physiologically relevant mechanim during 
myogenesis.
An important feature of our study is the physiological relevance of this mechanism in 
myoblast differentiation. We clearly show that p54nrb/NONO knockdown blocks FGF1 
induction as well as myotube formation, demonstrating that the transcription-translation 
coupling mechanism controlled by the hnRNPM-p54nrb/NONO complex is crucial for 
myoblast differentiation and consequently for muscle development. We have previously 
shown the importance of FGF1 in myoblast differentiation (3). While we can hypothesize that 
the hnRNPM-p54nrb/NONO complex couples transcription/translation for other mRNAs, at 
the moment, only one other IRES has been described for myoblasts, namely for utrophin, 
which is regulated by the ITAF eEF1A2 (37,38). However, we cannot rule out that the 
hnRNPM-p54nrb/NONO complex might regulate the induction of other promoter/IRES 




As seen with the coordination of transcription and mRNA processing, such as splicing, whose 
regulators often exhibit the additional function of ITAFs (i.e. hnRNPs), one can expect that 
the coupled transcription/translation mechanism described in our study will extend to other 
IRES-containing mRNAs. Such a mechanism becomes most significant for genes that are 
induced in response to conditions that block cap-dependent translation, such as stress. 
Coupled activation of the IRES with the promoter guarantees that induction of a given gene in 
response to a specific stimulus will result in synthesis of the gene product. 
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IA:  BIA-MS data: total C2C12 extract proteins bound to the FGF1 IRES A RNA. 




P20152 VIME_MOUSE Vimentin 53655.06 5.06 400.67 27 52.4 
P62737 ACTA_MOUSE Actin. aortic smooth muscle 41981.81 5.23 270.48 15 10.1 
P60710 ACTB_MOUSE Actin. cytoplasmic 1 41709.73 5.29 258.1 15 10.2 
P99024 TBB5_MOUSE Tubulin beta-5 chain 49638.97 4.78 120.76 5 2.9 
P62908 RS3_MOUSE 40S ribosomal protein S3 26657.41 9.68 112.42 6 11.4 
P62264 RS14_MOUSE 40S ribosomal protein S14 16262.53 10.07 88.8 2 10.5 
P31001 DESM_MOUSE Desmin 53465.04 5.21 87.77 5 1.8 
P43277 H13_MOUSE Histone H1.3 22086.13 11.03 85.81 6 4.7 
P43274 H14_MOUSE Histone H1.4 21964.02 11.1 84.73 5 21.9 
Q8BFZ3 ACTBL_MOUSE Beta-actin-like protein 2 41976.99 5.3 76.41 8 20.5 
Q9D0E1 HNRPM_MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein 
M
77597.38 8.8 72.2 15 17 
P10126 EF1A1_MOUSE Elongation factor 1-alpha 1 50082.1 9.1 72.14 6 2.4 
P62751 RL23A_MOUSE 60S ribosomal protein L23a 17684.13 10.44 70.52 1 5.3 
P99027 RLA2_MOUSE 60S acidic ribosomal protein P2 11643.83 4.42 69.92 5 60 
P62852 RS25_MOUSE 40S ribosomal protein S25 13733.7 10.12 65.11 4 22.4 
P15331 PERI_MOUSE Peripherin 54234.59 5.4 63.83 3 1.1 
Q922F4 TBB6_MOUSE Tubulin beta-6 chain 50058.13 4.8 60.29 3 6.7 
P10107 ANXA1_MOUSE Annexin A1 38709.97 6.97 57.9 3 10.7 
P16858 G3P_MOUSE Glyceraldehyde-3-phosphate 
dehydrogenase 
35787.21 8.44 57.42 9 22.5 
P62918 RL8_MOUSE 60S ribosomal protein L8 28007.29 11.03 56.28 3 5.1 
P17182 ENOA_MOUSE Alpha-enolase 47111.21 6.37 53.17 6 11.5 
Q07133 H1T_MOUSE Histone H1t 21527.15 11.71 52.28 3 13.5 
P47963 RL13_MOUSE 60S ribosomal protein L13 24290.5 11.54 49.61 2 10.9 
P61255 RL26_MOUSE 60S ribosomal protein L26 17247.53 10.55 42.74 2 4.9 
P11499 HS90B_MOUSE Heat shock protein HSP 90-beta 83273.12 4.97 42.71 3 4.8 
P43276 H15_MOUSE Histone H1.5 22562.44 10.91 42.06 4 7.8 
Q61937 NPM_MOUSE Nucleophosmin 32539.81 4.62 41.88 6 18.2 
Q9CQN1 TRAP1_MOUSE Heat shock protein 75 kDa, mitochondrial 80158.53 6.25 41.74 1 0.3 
Q64475 H2B1B_MOUSE Histone H2B type 1-B 13943.56 10.31 40.93 3 23 
P61358 RL27_MOUSE 60S ribosomal protein L27 15787.75 10.56 37.85 2 9.2 
P62900 RL31_MOUSE 60S ribosomal protein L31 14453.93 10.54 36.02 3 12.2 
P62806 H4_MOUSE Histone H4 11360.38 11.36 35.55 2 18.8 
P35700 PRDX1_MOUSE Peroxiredoxin-1 22162.35 8.26 31.21 3 15.1 
O08807 PRDX4_MOUSE Peroxiredoxin-4 31033.14 6.67 31.21 2 2.6 





IB: BIA-MS data: nuclear C2C12 extract proteins bound to the FGF1 IRES A RNA. 
 
 
IC: BIA-MS data: total C2C12 extract proteins bound to the EMCV IRES RNA. 
 




P60710 ACTB_MOUSE Actin, cytoplasmic 1 41709.73 5.29 1487.66 20 15.2 
P68033 ACTC_MOUSE Actin, alpha cardiac muscle 1 41991.88 5.23 1216.7 19 14.8 
Q62093 SFRS2_MOUSE Splicing factor. arginine/serine-rich 2 25461.18 11.8
6
709.72 7 13.1 
Q8BFZ3 ACTBL_MOUSE Beta-actin-like protein 2 41976.99 5.3 591.13 11 30.6 
P56480 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mitochondrial 56265.47 5.19 561.29 16 47.1 
Q99M28 RNPS1_MOUSE RNA-binding protein with serine-rich domain 1 34187.7 11.8
5
337.96 5 7.6 
Q03265 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha. mitochondrial 59715.59 9.22 230.42 9 21.7 
P63038 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 60917.39 5.91 221.49 6 20.1 
P24369 PPIB_MOUSE Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase B 23698.56 9.56 209.89 10 44.4 




142.45 8 10.8 
P19324 SERPH_MOUSE Serpin H1 46560.2 8.9 111.84 5 17.5 




86.78 6 7.9 
P62315 SMD1_MOUSE Small nuclear ribonucleoprotein Sm D1 13273.36 11.5
6
84.79 1 14.1 
Q8BG05 ROA3_MOUSE Heterogeneous nuclear ribonucleoprotein A3 39627.61 9.1 72.53 4 3.4 
Q6PDM2 SFRS1_MOUSE Splicing factor, arginine/serine-rich 1 27727.81 10.3
7
71.53 9 16.6 
P26369 U2AF2_MOUSE Splicing factor U2AF 65 kDa subunit 53483.22 9.19 60.31 1 1.1 
Q99K48 NONO_MOUSE p54nrb/NONO Non-POU domain-containing 
octamer-binding protein 
54506.42 9.01 56.11 2 1.3 
P67984 RL22_MOUSE 60S ribosomal protein L22 14749.77 9.21 55.76 2 17.1 
O08810 U5S1_MOUSE 116 kDa U5 small nuclear ribonucleoprotein 
component EFTUD2 
109291.3 4.86 43.05 1 0.2 




P645534 ACTA2_MOUSE Actin alpha 2 smooth muscle 16748,18 5,31 76,71 2 13,9 
P8603 ACTA-MOUSE Actin alpha  smooth muscle 41981,81 5,23 76,33 3 7,4 

















P03995 GFAP_MOUSE Glial fibrillary acidic protein 49869.5 5.27 995.36 5 9.5 
P60710 ACTB_MOUSE Actin. cytoplasmic 1 41709.7 5.29 247.21 9 6.9 
P63038 CH60_MOUSE 60 kDa heat shock protein, mitochondrial 60917.4 5.91 209.39 5 1.8 
P68033 ACTC_MOUSE Actin. alpha cardiac muscle 1 41991.9 5.23 195.65 9 6.8 
P56480 ATPB_MOUSE ATP synthase subunit beta, mitochondrial 56265.5 5.19 192.06 6 20 
P11103 PARP1_MOUSE Poly [ADP-ribose] polymerase 1 113028 9.05 100.2 2 0.3 
O35295 PURB_MOUSE Transcriptional activator protein Pur-beta 33880.8 5.35 76.87 4 9.6 
P19324 SERPH_MOUSE Serpin H1 46560.2 8.9 69.96 2 9.4 
P23475 KU70_MOUSE ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 1 69440.9 6.35 66.58 2 5.3 
P50543 S10AB_MOUSE Protein S100-A11 11075.5 5.28 64.81 1 15.5 
P27641 KU86_MOUSE ATP-dependent DNA helicase 2 subunit 2 83004 5.04 59.15 3 6.7 
Q99K48 NONO_MOUSE p54nrb/NONO Non-POU domain-containing octamer-
binding protein 
54506.4 9.01 57.77 1 1 
Q03265 ATPA_MOUSE ATP synthase subunit alpha, mitochondrial 59715.6 9.22 55.43 2 6.5 
Q569Z6 TR150_MOUSE Thyroid hormone receptor-associated protein 3 108114 10.17 49.81 5 5.6 




P21428 ACTA_MOUSE Actin allpha skeletal muscle 42023.9 5.23 266.7 14 38.7 
P3476 ATP-MOUSE ATP5B ATP synthetase subunit beta 
mitochandrial 
41981.81 5.23 270.48 15 10.1 
P29744 SSBP1_MOUSE Single-stranded DNA-binding protein, 
mitochondrial 
17249 9.59 204.56 5 32.5 
P479743 POTEE_MOUSE Isoform 1 of POTE ankyrin domain family 
membre E 
121286 5.83 182.01 7 8 
P784154 HSPD1_MOUSE Heat shock protein, mitochondrial 26657.41 9.68 112.42 6 11.4 
P7047 S100-A8_MOUSE S100A8 protein S100-A8 10827.7 6.51 167.34 3 6.8 
P3269 ACTBL2_MOUSE Beta actijn-like protein 2 41976 5.39 148.72 6 16.8 
P14230 C1QBP_MOUSE Complement composent 1 Q 
subcomponent-binding protein 
mitochondrial 
31342.6 19.9 143.06 2 19.9 
P27462 S100-A9_MOUSE S100A9 protein 13233.5 5.71 139.28 6 43 
P3935 HT2H2BE_MOUSE Histone H2B type 2-E 13911.6 10.31 66.47 4 33.3 
P7188 SLC25A5_MOUSE ADP/ATP translocase2 32874.2 9.7 48.84 3 9.7 
P291467 SLC25A6_MOUSE ADP/ATP translocase3 32845.2 9.76 48.84 3 9.7 
P440493 ATP5A1_MOUSE ATP5A1 ATP synthase subunit alpha 
mitochondrial 
59713.6 9.16 47.52 4 9.4 

























Sup Table II 




+ IRES A) 
Firefly Luciferase  
activity  
Renilla Luciferase  
activity
F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation
siC 25282 3226 7.8 
siHM 21503 4326 5.2 
sip54 23302 2726 8.5 
Differentiation
siC 143576 9997 14.4 
siHM 30570 12155 2.5 
sip54 31510 17047 1.8 




+ IRES A) 
Firefly Luciferase Renilla Luciferase F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation
siC 618214 2888 214 
siHM 5411179 28428 190 
sip54 4036571 30293 133 
Differentiation
siC 11772028 21441 549 
siHM 1373013 20101 68 
sip54 1159296 23620 49 
IIC: hnRNPM and p54 knockdown: EMCV IRES 
Bicistronic vector 
pCREL  
(CMV Promoter + 
EMCV IRES) 
Firefly Luciferase Renilla Luciferase F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation 3435 256950 0.01 
siC 3435 256950 0.01 
siHM 3860 208470 0.02 
sip54 1000 24740 0.04 
Differentiation    
siC 299138 1385400 0.20 
siHM 3490 136120 0.02 




IID: hnRNPM and p54 knockdown: FGF2 IRES 
Bicistronic vector 
pCRFL
(CMV Pr +  
FGF2 IRES) 
Firefly Luciferase Renilla Luciferase F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation
siC 468376 7223273 0.06 
siHM 490530 6729036 0.07 
sip54 284856 4629496 0.06 
Differentiation
siC 1128346 3337563 0.34 
siHM 1408503 4224630 0.33 
sip54 1946646 6065890 0.32 
Sup Table III 




+ IRES A) 
Firefly Luciferase  
activity  
Renilla Luciferase  
activity
F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation
siC 2672600 9420 283 
siHM 1796600 9690 185 
sip54 1601300 9735 164 
Differentiation
siC 1356575 2198 617 
siHM 44860 2875 15 
sip54 42060 2576 16 
IIIB: hnRNPM and p54 knockdown after DNA transfection : EMCV IRES 
Bicistronic vector 
pCREL 
(CMV Pr  
+ EMCV IRES) 
Firefly Luciferase Renilla Luciferase F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation 1943 10810 0.17 
siC 1943 10810 0.17 
siHM 1865 10665 0.17 
sip54 1860 10840 0.17 
Differentiation
siC 1345 2400 0.55 
siHM 1356 2431 0.55 




IIIC: hnRNPM and p54 knockdown after DNA transfection : No IRES 
Bicistronic vector 
pCRHL
(CMV Promoter + 
no IRES) 
Firefly Luciferase Renilla Luciferase F/R ratio  
(IRES activity) 
Proliferation    
siC 3435 256950 0.01 
siHM 3860 208470 0.02 
sip54 1000 24740 0.04 
Differentiation    
siC 299138 1385400 0.20 
siHM 3490 136120 0.02 
sip54 2160 101060 0.02 




Firefly Luciferase Renilla Luciferase F/R ratio  
Proliferation
siC 2770 4082 67.94 
siHM 2741 3860 71.06 
sip54 2770 3847 72.11 
Differentiation
siC 1356 2455 55.26 
siHM 1338 2417 55.38 




ACTIVATION DE LA TRADUCTION DE L’ARNm DU FGF1 




I : Le 3’NT de l’ARNm du FGF 1 a un effet activateur de la traduction en présence de la 
région  5’NT. 
 
Afin d’établir le rôle du 3’NT de l’ARNm FGF-1, celui-ci a été inséré dans un vecteur 
contenant le gène de la Luc F ( Firefly Luciférase) en présence ou non de la région 3’NT. De 
plus, pour étudier un éventuel dialogue entre les régions 5’NT et 3’NT, la région 5’NT 
contenant l’IRES-A a été insérée en amont du gène LucF 5 (Figure 1A). Les cellules 
myoblastiques murines, C2C12, ont été transfectées avec les vecteurs, en prolifération (P) et 
durant le 2 jours de différenciation (D2) des myoblastes en myotubes. Les résultats montrent 
après analyse de l’activité luciférase qu’en présence uniquement de l’IRES-F1A, le 3’NT 
induit une très forte activation de l’activité LucF, en prolifération mais également en 
différenciation (Figure 1B). Sans l’IRES-F1A, le 3’NT ne présente aucun effet.  
Pour savoir si cet effet survient au niveau de la stabilité de l’ARNm ou de la traduction, des 
expériences de qRT-PCR ont été réalisées et la quantité d’ARNm mesurée. Les résultats 
montrent que la quantité d’ARNm de LucF ne varie pas ou très peu en prolifération et au 
deuxième jour de différenciation (D2) (Figure 1C).  
Ainsi ces résultats montrent que le 3’NT joue un rôle activateur dépendant de la présence de 
la région 5’NT et que cet effet ne survient pas au niveau de la stabilité de l’ARNm mais au 















Figure1 : Effet de la région 3’NT sur l’IRES-F1A. (A) Représentation des différents vecteurs 
monocistroniques contenant soit uniquement le gène rapporteur Firefly Luciférase (FLuc) sous le 



















soit avec l’IRES-F1A en amont de la luciférase sous le contrôle du promoteur CMV avec ou sans la 
région 3’NT en aval de la luciférase (3 : FA-L, 4 : FA-F-3’). (B) Analyse de l’activité de la luciférase 
après transfection des vecteurs monocistroniques dans les C2C12 en prolifération et différenciation 
(D2), en parallèle (C) l’analyse de la quantité d’ARNm de la luciférase est mesurée par RTq-PCR. 
 
 
II : Le 3’NT a un effet activateur de la traduction IRES-dépendant.
A fin de pouvoir montrer si l’effet du 3’NT est dépendant de l’IRES-F1A, des expériences de 
transfection de C2C12 en prolifération et au cours du deuxième jour de différenciation (D2) 
ont été réalisées à l’aide de vecteur bicistroniques contenant un premier gène rapporteur la 
Rénilla Firefly (LucR) sous le contrôle du promoteur CMV et un deuxième gène rapporteur la 
Luciférase Firefly (LucF) sous le contrôle de l’IRES-F1A en présence ou non de la région 
3’NT en aval de la LucF (Figure 2A). L’activité IRES-F1A est représentée par le ratio LucF/ 
LucR. En parallèle la mesure des quantités d’ARNm de LucF a été mesurée. Les résultats 
montrent qu’en présence de la région 3’NT, l’activité de l’IRES-F1A est plus importante en 
prolifération ainsi qu’en différenciation (Figure 2B). La mesure de la quantité d’ARNm LucF 
montre que le taux d’ARNm ne varie pas en présence ou non de la région 3’UTR (Figure 2C). 
Figure 2 : Le fort effet activateur du 3’NT est traductionnelle et dépendant de l’IRES-F1A.  (A) 
Représentation des constructions bicistroniques contenant deux gènes rapporteur la Rénilla firefly 
(LucR) sous le contrôle du promoteur CMV et la Luciférase Firefly (LucF) sous le contrôle de l’IRES-
F1A. (B) L’activité de l’IRES-F1A est représenté par le ratio LucF/ LucR après transfection des 











Ainsi ces résultats confirment que le 3’NT joue un rôle activateur de la traduction IRES-A 
dépendant.  
L’existence d’un couplage entre la co-activation du promoteur F1A et de l’IRES-A durant le 
deuxième jour de différenciation décrit dans les parties 1 et 2, nous a amené à étudier 
l’influence de la région 3’NT en présence du promoteur F1A (Figure 3A). Pour cela des 
expériences similaires à la figure 2 (A, B), ont été réalisées avec des vecteurs bicistroniques 
contenant le promoteur F1A à la place du promoteur CMV (Figure 3). Le ratio LucF/LucR 
mesuré reflétant l’activité IRES-A montre qu’en présence du 3’NT l’activité est la même que 
l’on soit en présence du promoteur F1A ou CMV. 
Figure 3 : Le rôle activateur traductionnelle du 3’NT est strictement dépendant de l’IRES-A.  
(A) Représentation des constructions bicistroniques contenant deux gènes rapporteur la Rénilla firefly 
(LucR) sous le contrôle du promoteur P1A et la Luciférase Firefly (LucF) sous le contrôle de l’IRES-
F1A. (B) L’activité de l’IRES-F1A est représenté par le ratio LucF/ LucR après transfection des 
myoblastes C2C12 en prolifération et en différenciation (D2).  
III : Conclusion.
Ces résultats ont permis de mettre en évidence le rôle activateur de la région 3’NT au cours de 
la prolifération et de la différentiation des myoblastes en myotubes. De plus, cet important 
effet activateur de cette région est traductionnelle et dépendant de l’IRES-F1A. Il reste donc à 
ce stade, de déterminer en cartographiant la région 3’NT, la région contenant cet élément 




































L’étude de la régulation de l’expression du FGF1 au cours de la myogenèse, nous a permis de 
confirmer, l’induction et l’implication du FGF1 dans la différenciation des myoblastes en 
myotubes (modèle d’étude in vitro) ainsi qu’au cours de la régénération musculaire lors du 
traitement par la cardiotoxine du muscle tibialis de la souris (modèle d’étude in vivo de 
régénération musculaire) (Conte et al ; 2009). Ces rôles sont controversés dans la littérature, 
où certains auteurs décrivent le FGF1 comme étant impliqué dans l’activation de la  
prolifération des myoblastes et dans l’inhibition de la différenciation des myotubes ( Clegg et 
al ; 1987) alors que d’autres auteurs démontrent que le FGF1 intracellulaire joue un rôle 
activateur dans la différenciation des myoblastes (Uruno et al ; 1999), et d’autres comme 
Olivier et al ; en 1992 et Saito et al ; en 2000, montrent respectivement, un niveau élevé de 
FGF1 lors de la régénération du muscle chez des souris atteinte de déficience en dystrophine 
(mdx) et chez des patients atteint de dystrophie musculaire facioscapulohumoral. Lors de nos 
études, nous montrons que le FGF1 commence à apparaître aux cours du deuxième jour de 
différenciation des myoblastes et qu’il s’accumule jusqu’au 5ème jour de différenciation des 
myoblastes en myotubes. Nous avons montré aussi qu’après traitement à la cardiotoxine du 
muscle tibialis de souris que le FGF1 commence à apparaître au cours du 3ème jour  après 
traitement et s’accumule jusqu’au 7 ème jour, période correspondant à la régénération 
musculaire. De plus des tests de siRNA dirigé contre le FGF1 montrent clairement son 
implication du fait du retard observé dans l’expression de la myogénine, et de la formation 
des myoblastes en myotubes. Des tests de siRNA dirigé contre le facteur eIF-4E confirme le 
fait que la traduction coiffe-dépendante est partiellement inhibée au moment de l’induction du 
FGF1, ce qui confirme aussi la fonction de l’IRES dans le processus. Nous montrons que seul 
le transcrit A présente une spécificité pour le muscle (squelettique et cardiaque), travaux 
réalisés par Martineau (Martineau et al ; 2004). En effet au cours de la différenciation des 
myoblastes, seul le promoteur A présente une activité croissante qui débute au 2ème jour de 
différenciation. Cette activation est concomitante avec l’activation de l’IRES-A 
spécifiquement au 2ème jour de différenciation au moment où la traduction coiffe-dépendante 
est partiellement bloquée. Ceci nous a dirigés vers l’hypothèse d’un mécanisme de couplage 
entre l’activation de ce promoteur A et celle de l’IRES-A. Pour valider cette hypothèse, nous 
avons utilisé un vecteur bicistronique où l’IRES-A est sous la dépendance du promoteur A. 
Les résultats montrent qu’en présence du promoteur A, l’IRES-A est beaucoup plus actif. Pris 
ensemble, ces résultats valident le fait qu’il existe un mécanisme de couplage transcription-
traduction qui est responsable de l’induction et de l’implication du FGF-1 au cours de la 




Cette première partie m’a amené à élucider une des plus importantes questions de ma thèse à 
savoir : Comment et par quel mécanisme naturel se produit le lien entre l’activation du 
promoteur d’un gène qui se déroule dans le compartiment nucléaire et celle de l’IRES présent 
sur le transcrit dans le compartiment cytoplasmique ?  
Tout d’abord, pour répondre à cette question, il faut savoir que très peu de connaissances 
scientifiques sur le couplage entre la transcription et la traduction sont disponibles. Dans la 
littérature, Marr et al ; 2007, ont montré la coordination de l’activation de l’IRES du récepteur 
à l’insuline avec son promoteur chez la Drosophile soulignant donc un rôle important de 
l’IRES dans l’activation du promoteur quand la traduction coiffe-dépendante est bloquée. De 
plus, le rôle activateur ou inhibiteur des IRES peut être dû à l’implication de protéines ou 
complexe protéiques appelées ITAFs qui assurent le changement conformationnel de la 
structure de l’IRES ou la stabilité de façon à ce que celui-ci soit actif. Il est connu aussi que 
ces protéines assurent une translocation nucléo-cytoplasmique et participent donc à 
coordonner des évènements transcriptionnel aux différentes étapes du métabolisme de 
l’ARNm tel que l’épissage, la maturation du pré-ARNm, l’export et même la traduction des 
ARNm (Stoneley et Willis ; 2004, Komar et al ; 2005). 
Dans le but de pouvoir identifier et caractériser ces ITAFs, j’ai été amené à utiliser une 
technique de pointe qui consiste à l’étude des interactions biomoléculaire (BIA) couplé à la 
spectrométrie de masse (BIA-MS). Cette technique basée sur l’utilisation de la résonnance 
plasmonique de surface pour caractériser des interactions macromoléculaires (Lopez et al ; 
2003), a été jusque là très optimisée pour pouvoir caractériser et identifier des partenaires 
d’interaction protéine-protéine du fait de sa grande sensibilité comparé au technique 
d’approche classique connue comme la chromatographie d’affinité. Elle présente de plus 
l’avantage d’identifier des protéines à partir de petites quantités de ligands en vue de 
l’identification et de suivre en temps réel la liaison du ligand sur la sonde fixé. Dans mes 
études, j’ai utilisé le Biacore 3000 à fin de pouvoir identifier et caractériser des protéines liées 
à l’ARN correspondant à IRES-A et à l’ADN correspondant au promoteur F1A responsables 
du couplage transcription-traduction. Pour cela, j’ai fixé des protéines d’une part provenant 
d’extrait totaux d’autre part provenant d’extraits nucléaires de myotubes au cours du 2ème 
jour de différenciation. Les résultats m’ont amené à identifier plusieurs protéines 
ribosomiques, un facteur d’élongation de la traduction eEF-1A, des protéines impliquées dans 
l’épissage des ARNm, des histones, des hnRNP tel que la A3, U, M (Basu et al ; 1997, Emili 
et al ; 2002), (Hovhannisyan and Carsen ; 2007) et p54nrb/NONO (Basu et al ; 1997, Emili et 




promoteur A et l’IRES-A. Plusieurs protéines de liaison à l’ADN ont également été 
identifiées la poly (ADN-ribose) polymérase (PARP), des protéines à ADN hélicases ATP-
dépendante KU70 et KU86, des facteurs de transcription tel que Pur décrit comme un facteur 
de transcription qui lie l’ADN et l’ARN de la chaine légère de myosine dans le muscle 
cardiaque (Gupta et al ; 2007). La présence de p54nrb/NONO autant sur l’IRES-A et sur le 
promoteur A, son interaction et rôle, avec la hnRNPM, m’a incité à considérer ces deux 
protéines comme d’excellentes candidates pour le mécanisme de couplage transcription-
traduction. Des expériences d’immunoprécipitation de la chromatine : CHIP faite avec le 
promoteur A, et des expériences de Qrt-pcr à partir d’immunoprécipitation d’ARN : RIP ont 
révélé le fait que hnRNPM et p54nrb/NONO lient spécifiquement ces éléments au cours du 
2ème jour de différenciation. Donc à partir de là, ces deux protéines interagissent bien avec le 
promoteur et IRES-A du FGF1. J’ai été amené à réalisé des expériences de 
coimmunoprécipitation avec l’ARN Pol II, dont la structure et le rôle ont été bien décrite dans 
la première partie de ma thèse. Cette expérience a été réalisée dans le but de confirmer le fait 
que les protéines pourraient au cours de la transcription après avoir activé le promoteur se 
retrouver à proximité du pré-ARNm de par leur liaison au domaine CTD de l’ARN Pol II. En 
effet le domaine CTD de l’ARN Pol II a été décrit comme étant un transporteur de protéines 
impliquées dans les processus d’épissage, de maturation, d’export de l’ARNm, expliquant 
ainsi le couplage avec la transcription et les différentes étapes du processus de maturation du 
pré-ARNm. Ainsi nos résultats nous ont permis de conclure qu’en plus de se lier au 
promoteur A spécifiquement au cours du 2ème jour de différentiation, les protéines identifiées 
forment aussi un complexe avec l’ARN Pol II. Par la suite des expériences 
d’immunoprécipitation et de co-immunoprécipitation, ont révélé la présence de ces deux 
protéines dans un même complexe. 
Dans la littérature, les hnRNPs sont décrites comme étant des protéines faisant la navette entre 
le noyau et le cytoplasme, de plus le facteur p54nrb/NONO ayant était déjà décrit comme un 
ITAF de l’IRES de c-myc, je me suis intéressée à leur localisation. Pour cela des expériences 
de western-blot et d’immunoprécipitation nous ont indiqué que la hnRNPM est présente 
autant dans le noyau que dans le cytoplasme alors que p54nrb/NONO présente une 
localisation significative du noyau vers le cytoplasme au cours du 2ème jour de différentiation.  
Tous ces résultats jusqu’à lors m’amène à la conclusion que hnRNPM et p54nrb/NONO 
forment un complexe interagissant avec le promoteur A spécifiquement au 2ème jour de 
différenciation et que celles-ci peuvent être transloquées au niveau de l’ARN pré-naissant de 




l’activité promotrice mais également de l’IRES, des expériences de co-transfection de siARN 
dirigé contre les deux protéines avec les vecteurs monocistroniques contenant soit le 
promoteur A ou B ainsi que les vecteurs bicistroniques contenant le promoteur CMV d’une 
part ou le promoteur d’autre part, démontrent le fait que le knock-down de ces deux protéines 
entraîne une diminution spécifique de l’activité du promoteur A mais également de l’activité 
de l’IRES A. En conclusion hnRNPM et p54nrb/NONO sont bien des protéines impliquées 
dans le mécanisme de couplage transcription-traduction. Certains auteurs tel que Cammas et 
al ; 2007, démontrent que la hnRNP A1 nucléaire nécessite une relocalisation cytoplasmique 
pour contrôler l’initiation de la traduction IRES-dépendante de Apaf1. Ainsi pour confirmer le 
couplage, des expériences de co-transfection d’ARN versus ADN avec les siRNA dirigés 
contre les deux protéines ont été réalisées. Les résultats ne montrent aucun effet des siARN 
sur l’ARN localisés dans le cytoplasme, contrairement aux transfections faites avec les 
plasmides qui eux se retrouvent d’abord dans le noyau. Ceci nous permet ainsi de conclure le 
passage nucléaire nécessaire pour le recrutement des deux protéines pour permettre d’initier la 
traduction IRES-A dépendante. 
Dans un troisième temps, j’ai voulu m’intéresser à l’implication de ces deux protéines sur 
l’induction du FGF-1 au cours de la différenciation. Le knock-down de p54nrb/NONO et 
hnRNP M induit une diminution de l’induction et de l’accumulation du FGF1 au cour de la 
différenciation, ce qui se manifeste très bien par un retard voir un blocage important dans la 
formation des myotubes. De plus le knock-down de p54nrb/NONO, hnRNPM et les effets du 
double knock-down montrent un effet très important sur l’induction du FGF-1 qui se traduit 
par une absence de myotubes durant les 4 jours de différenciation. 
 
 Ainsi le modèle proposé est que p54nrb/NONO et hnRNPM sont recrutées au niveau du 
promoteur A du FGF1 et activent la transcription puis l’ARN Pol II activée recrute les deux 
protéines sur son domaine CTD permettant ainsi le recrutement des deux protéines au niveau 
de l’ARN pré-naissant. Ainsi les deux protéines liées à l’ARNm se retrouvent transloquées 
dans le cytoplasme pour induire l’activation de la traduction IRES-A dépendante et induire la 
synthèse de la protéine FGF1 au cour de la myogénèse. 
 
En parallèle de ce projet, j’ai été amenée à étudier l’influence et le rôle de la région 3’NT du 
FGF1 sur l’IRES-A. Les régions 3’NT des ARNm sont souvent décrites comme des éléments 
régulateurs dans les différentes étapes du métabolisme des ARNm, en effets, elles contiennent 




stabilisation mais également dans le turnover des ARNm. Cependant les régions 3’NT 
peuvent également avoir un rôle dans la traduction des ARNm, notamment via l’hybridation 
de micro-ARN qui amène le plus souvent au blocage de la traduction. Il est également connu 
que le 3’NT joue un rôle dans la traduction notamment via son interaction avec la région 
5’NT de l’ARNm. Durant mon étude, j’ai été amené à identifier un élément régulateur 
activateur appartement à la région 3’NT du FGF1. De plus cette activation semble être 
dépendante de la présence de l’IRES-A. Pour valider le fait que l’effet activateur induit par la 
région 3’NT est dû à la présence de IRES-A, des expériences de transfection à l’aide de 
vecteur bicistronique en présence ou non de la région 3’NT, nous ont amené à valider que le 
3’NT joue un rôle activateur sur la traduction dépendante de l’IRES-A au cours de la 
prolifération et du 2ème jour de différenciation. Cet effet, en présence du promoteur F1A est 
aussi important amenant à supposer l’existence d’un mécanisme moléculaire permettant le 
dialogue entre le 5’NT contenant l’IRES-A qui suggèrent que l’expression du FGF-1 est très 
finement et extrêmement régulée et le 3’NT. 
Dans le but de pouvoir déterminer le mécanisme par lequel le 3’NT induit cet effet activateur 
sur l’IRES A et donc d’élucider l’interaction 5’NT-3’NT, des expériences de cartographie en 
cours de la région 3’NT, vont nous permettre de déterminer la partie contenant l’élément 
activateur et caractériser les protéines impliquées. Ceci sera réalisé, comme nous l’avons fait 
pour l’IRES-A, par la technique de BIA-MS et des tests de knock-down. A ce stade là, il est 
bien difficile de confirmer la spécificité du rôle du 3’NT sur l’IRES-A car aucun contrôle 
avec un autre IRES tel que l’IRES d’EMCV, par exemple, n’a été réalisé. Concernant le rôle 
du 3’NT dans la spécificité cellulaire, celui-ci a été testé au sain du laboratoire par des 
expériences de transfection de cellule HeLa avec les mêmes constructions monocistroniques, 
les résultats n’ont montrés aucun effet activateur voir inhibiteur de la région, ces expériences 
devront être testées sur d’autre type cellulaire et amèneront donc à répondre sur la spécificité 
cellulaire. 
Un des problèmes auquel j’ai été confrontée, est le fait que toute les expériences ont été 
réalisées avec un 3’NT humain or les expériences sont faites dans un modèle cellulaire 
murin : C2C12 (lignées cellulaires murine). Nous disposons actuellement de lignée cellulaire 
myoblastique primaire humaine, les expériences en cours devront nous indiquer sur la 






En conclusion, l’identification et la caractérisation du complexe hnRNPM et p54nrb/NONO 
nous a permis d’élucider le mécanisme de couplage transcription-traduction du FGF1 au 
cours de la différenciation des myoblastes en myotubes. Cependant des expériences 
d’imagerie permettront en plus de voir réellement la liaison co-transcriptionnel de hnRNPM 
et p54nrb/NONO au niveau du promoteur et du domaine CTD de l’ARN Pol II et de co-
localisation in situ de l’ARNm (hybridation in situ) avec les protéines. Il est aussi intéressant 
de voir si hnRNPM et p54nrb /NONO ne régule pas d’autre IRES tel que des IRES impliqués 
dans la myogenèse mais également dans d’autre pathologie. En effet au sain du laboratoire, 
un des projets en étude est l’ischémie du membre inférieur. Récemment une publication sur 
cette pathologie (Rayssac et al ; 2009) a montré que l’utilisation de l’IRES FGF1A dans un 
vecteur thérapeutique permet de co-exprimer les protéines angiogéniques Cyr61 et FGF2. Ce 
vecteur permet de rétablir un réseau vasculaire normal en co-exprimant à faible dose ces 
molécules synergiques et réduisant les effets néfastes que peuvent induire ce protéines 
lorsqu’elles sont exprimées toute seule et à forte dose. Ainsi il sera intéressant de pouvoir 
développer un vecteur en vue d’une thérapie génique tel qu’un AAV bicistronique contenant 
le promoteur F1A et IRES-A exprimant deux gènes d’intérêts thérapeutique dans le but de 
pouvoir augmenter leur expression grâce au mécanisme de couplage où l’expression avec le 
promoteur F1A sera plus spécifique qu’avec le CMV. De même qu’il sera aussi intéressant de 
pouvoir insérer la partie du 3’NT du FGF1 contenant l’élément activateur dans ce vecteur 
AAV a fin de tester le transfert de gène in vivo. Développer aussi un AAV bicistronique 
exprimant hnRNP-M et p54nrb/nono, qui pourrait être utilisé comme vecteur thérapeutique 
auxiliaire pour régénérer la fibre musculaire. 
 
Ainsi, ces différentes perspectives pourront générer à la fois des connaissances nouvelles 
dans le domaine de la régulation de l'expression génique lors de l'ischémie, du développement 
et de la régénération musculaire et permettra de développer de nouveaux outils visant à 
améliorer le transfert de gène dans le muscle. Ces vecteurs pourront être utilisés pour la 
thérapie génique de différentes pathologies musculaires comme non musculaires. De plus, les 
complexes protéiques responsables de l’induction traductionnelle ouvrent des perspectives de 
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